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(54) 덴드리머를 사용한 유독 물질의 억제 방법

요약

본 발명은 인간 또는 인간을 제외한 동물 환자의 유독 물질을 예방학적으로 또는 치료학적으로 억제하는 방법에 관한 
것으로서, 이 방법은 말단기 중 1개 이상의 양이온 또는 음이온 함유 부분이 덴드리머에 결합 또는 연결되는 다수의 말
단기를 갖는 유효량의 덴드리머를 환자에게 투여하는 것을 포함한다.

대표도
도 1

명세서

    기술분야

본 발명은 독소 및 기타 유독 물질을 억제하는 방법에 관한 것으로서, 특히 유독성 펩타이드, 단백질 또는 폴리아민 및 
기타 유독 물질에 대한 결합제로서 덴드리머를 사용하는 방법에 관한 것이다.

    배경기술

덴드리머는 많은 표면 말단기로 특징화되는 다분산성이 낮은 3차원 중합체 물질이다. 또한, 이들 물질의 제조 방법은 
크기, 모양, 및 표면 기들의 수와 형태를 철저하게 제어한다. 수지형 물질(dendritic material)은 치료 물질로서 사용
하기에 유용한 몇가지 특성, 즉 생물학적 표면 및 수용체와 상호 작용을 하는, 크고 구획된 표면을 제공하는 고정된 형
태와, 생물학적 표적과의 다중 상호 작용이 가능한 다수의 말단기를 갖는다.

국제 특허 출원 PCT/AU95/00350(WO 95/34595) 및 PCT/AU97/00447(WO 98/03573)는 다수의 말단기를 갖는 
폴리아미도아민 또는 폴리리신 덴드리머와 같은 덴드리머를 개시하고 있는데, 이들 말단기 중 1개 이상이 덴드리머에 
결합되거나 또는 연결되는 음이온 또는 양이온 함유 부분을 갖는다. 상기 공개된 국제 특허 출원들은 본 명세서에 참고
로 인용된다.

본 발명은 뱀, 전갈, 거미 및 벌의 독과 같은 독소 또는 유독성 펩타이드를 포함하지만 이들로 한정하는 것은 아닌 유독 
물질, 및 세균성 감염 및 바이러스성 감염시 방출되는 유독성 펩타이드 또는 기타 유독 물질의 억제에 이들 수지형 중합
체를 사용하는 방법에 관한 것이다.

    발명의 상세한 설명

발명의 요약

본 발명에 의하면, 인간 또는 인간을 제외한 동물 환자의 유독 물질을 예방학적으로 또는 치료학적으로 억제하는 방법
이 제공되는데, 이것은 말단기 중 1개 이상이 덴드리머에 결합되거나 또는 연결되는 음이온 또는 양이온 함유 부분을 
갖는 다수의 말단기를 보유하는 덴드리머를 유효량으로 환자에게 투여하는 것을 포함한다.
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본 발명의 방법에 사용하는 특히 바람직한 화합물로는 설폰산 함유 부분, 카르복시산 함유 부분, 인산 또는 포스폰산 함
유 부분, 보론산 함유 부분, 뉴라민산 또는 시알산 함유 부분 또는 변형된 뉴라민산 또는 시알산을 함유하는 부분, 1차, 
2차, 3차 또는 4차 아미노 함유 부분, 피리디늄 함유 부분, 구아니디늄 함유 부분, 아미디늄 함유 부분, 페놀 함유 부분, 
산성 또는 염기성 수소를 갖는 헤테로고리, 쯔비터 이온 함유 부분, 또는 상기 부분들의 혼합물이 덴드리머의 말단기에 
연결되는 덴드리머이다.
    

본 발명의 방법에 사용되는 화합물들은 본 명세서에서 다가 이온성 덴드리머라고 하며, 이 용어는 본 명세서와 청구범
위 전반에서 사용되는데, 이것은 덴드리머 그 자체뿐만 아니라, 예를 들어 나트륨염, 칼륨염 또는 칼슘염과 같은 알칼리 
금속염 또는 알칼리토금속 염과 같은 약학적으로 또는 수의학적으로 허용 가능한 염, 및 플루오르화물, 염화물, 브롬화
물, 요오드화물, 시트르산염, 아세트산염, p-톨루엔 설폰산염 등과 같은 약학적으로 허용 가능한 음이온을 포함한다.

발명의 상세한 설명

본 발명에 의해 사용된 바람직한 화합물로서는 하기 화학식 1의 다가 이온성 덴드리머를 포함한다:

화학식 1

상기 식 중,

I는 개시제 핵이고,

Z는 내부 분지 유닛이며,

n은 덴드리머의 세대(generation) 수를 나타내는 정수이고,

A는 임의의 연결기 X를 통하여 내부 분지 유닛 Z에 연결될 수 있는 음이온 또는 양이온 함유 부분이다.

    
덴드리머는 최초의 핵분자에서 시작하여 반복적인 반응 순서에 의해 연속적 층 또는 단이 연속적 " 세대" 로 첨가되어 
3차원의 매우 규칙적인 중합체 화합물을 만들면서 형성되는 거대 분자성 고분지형 화합물이다. 덴드리머는 (ⅰ) 1개 
이상의 반응 부위를 가지고, 덴드리머의 최종 형태에 영향을 주는 점 형태 또는 상당한 크기일 수 있는 개시제 핵(I), 
(ⅱ) 개시제 핵에 결합된 분지형 반복 유닛(Z)의 층, (ⅲ) 임의 연결기(예, 연결기 X)를 통해 덴드리머 표면에 결합된 
작용성 말단기(예, 부분 A)로 이루어지는 특징이 있다.
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본 발명은 이온성 부분의 결합을 위한 구조틀로서 수지형 구조를 사용하는데, 본 발명은 본 명세서에 상세히 기술된 구
형 덴드리머로 한정하지 않고 임의의 수지형 구조를 기초로 할 수 있다. 다양한 형태와 구성의 덴드리머가 당기술 분야
의 당업자에게 공지되어 있다.

    
덴드리머의 제조 방법은 공지되어 있으며, 미국 특허 제4,289,872호 및 제4,410,688호(리신 유닛의 층을 기저로 한 
덴드리머를 기술함), 및 미국 특허 제4,507,466호, 제4,558,120호, 제4,568,737호 및 제4,587,329호(폴리아미도아
민 또는 PAMAM 덴드리머를 포함하는 다른 유닛을 기저로 한 덴드리머를 기술함)에 실시예로 기술되어 있다. 이들 미
국 특허에 개시된 덴드리머들은, 제지 제조시 표면 개질제, 금속 킬레이트제, 해유화제 또는 오일/물 에멀션 용액, 습윤 
강화제로, 및 페인트와 같은 수성 제형물의 점도 개질제로 사용하기에 적당한 것으로 기술되어 있다. 또한 미국 특허 제
4,289,872호 및 제4,410,688호에서는 리신 유닛을 기저로 한 덴드리머가 약학적 투여제 제조시 기질로서 사용될 수 
있다고 제시하고 있다.
    

    
국제 특허 공개 공보 WO 88/01178, WO 88/01179 및 WO 88/01180 에는 덴드리머가 운반형 약학 물질 또는 농업
용 물질과 같은 또 다른 물질과 접합되거나 또는 결합되는 접합체를 개시하고 있다. 또한, 국제 특허 공개 공보 WO 9
5/24221 에는 생물학적 반응 개질제일 수 있는 담체 물질, 및 임의로 표적 디렉터(director)와 함께 1개 이상의 덴드
리머로 이루어진 수지형 중합체성 접합체를 개시하고 있다. 전술한 미국 특허와 함께 이들 특허 공개 공보들은 다양한 
덴드리머와 이들의 제조 방법에 관하여 폭넓게 개시하고 있으며, 이들 공개 공보 각각의 개시물은 본 명세서에 참고로 
인용된다.
    

본 명세서에 사용된 용어 " 덴드리머" 란 가장 광의적 견지에서 이해되어야 하며, 특허 공개 공보 WO 88/01178, WO 
88/01179 및 WO 88/01180에 기술된 바와 같이 이들 덴드리머의 모든 형태 및 조성물을 그 범주내에 포함한다. 상기 
용어는 또한 이들 특허 공개 공보에 기술된 바와 같이 연결된 또는 다리 걸친 덴드리머를 포함한다.

본 발명의 바람직한 덴드리머는 2개 이상의 수지형 분지에 공유 결합된 다가의 핵을 포함하며, 2 세대 이상 확장되는 
것이 바람직하다. 특히 바람직한 덴드리머들로는 폴리아미도아민(PAMAM) 덴드리머, PAMAM(EDA) 덴드리머, 폴리
(프로필렌이민)(PPI) 덴드리머 및 폴리리신 덴드리머이다.

    
본 발명에 의하면, 덴드리머 표면에 1개 이상, 바람직하게는 상당수의 말단기가 덴드리머에 공유 결합되는 음이온 또는 
양이온 함유 부분을 갖는다. 상기 덴드리머의 분지들은 아미노기, 또는 OH, SH 등과 같은 다른 작용성 반응기로 말단
기화될 수 있고, 이후에 이들은 음이온성 또는 양이온성 부분과 반응할 수 있다. 덴드리머의 말단기가 아민기인 경우, 
음이온 또는 양이온 함유 부분은 아미드 및 티오우레아 결합을 비롯한 다양한 작용기에 의해 덴드리머에 결합될 수 있
다. 덴드리머의 말단기에 결합될 수 있는 바람직한 음이온 또는 양이온 함유 부분으로는 설폰산 함유 부분, 카르복실산 
함유 부분(뉴라민산 및 시알산 함유 부분 및 변형된 뉴라민산 및 시알산 함유 부분을 포함함), 보론산 함유 부분, 인산 
및 포스폰산 함유 부분(에스테르화된 인산 및 포스폰산 함유 부분을 포함함), 및 1차, 2차, 3차 또는 4차 아미노 함유 
부분, 피리디늄 함유 부분, 구아니디늄 함유 부분, 아미디늄 함유 부분, 페놀 함유 부분, 산성 또는 염기성 수소를 갖는 
헤테로고리, 쯔비터 이온 함유 부분, 또는 상기 부분들의 혼합물을 들 수 있다.
    

아미노 또는 다른 말단기에 결합 또는 연결될 수 있는 적당한 음이온 및 양이온 함유 부분으로는 예로서 다음의 기(n은 
0 또는 양의 정수이며, 더욱 바람직하게는 n이 0 또는 1 ∼ 20 사이의 정수임)들을 들 수 있다.
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전술한 것 이외에, 다양한 뉴라민산 또는 시알산 함유 부분 또는 변형된 뉴라민산 또는 시알산 함유 부분이 본 발명에 
따라 덴드리머에 결합 또는 연결될 수 있다. 이들 부분들은 뉴라민산의 다양한 N- 및 O-치환 유도체, 특히 N-아세틸, 
O-아세틸과 같은 N- 및 O-아실 유도체 및 N-글리콜릴 유도체, 및 뉴라민산기가 변형된 부분들을 포함한다. 적당한 
변형 뉴라민산기는 4번 위치가 아미노, 아미도, 시아노, 아지드 또는 구아니디노기로 치환된 기와, 불포화 뉴라민산 기
를 포함한다. 이들 부분은 2-, 7-, 9- 또는 5-NAc 위치를 통해 덴드리머에 결합될 수 있다.
    

화학식 1의 다이온성 덴드리머에서, n은 1 내지 20 또는 그 이상의 정수인 것이 바람직하며, 1 내지 10의 정수인 것이 
더 바람직하다. 또한, 상기 덴드리머는 3개 이상의 말단기를 포함하는 것이 바람직하다.

덴드리머와 부분 A 사이에 존재하며 스페이서로서 작용할 수 있는 임의의 연결기들은 알킬쇄(임의로 치환되거나 또는 
분지됨), 알콕시, 폴리알콕시, 알킬티오 또는 폴리알킬티오 쇄(임의 치환됨), 또는 알케닐, 다수의 알케닐, 알키닐 또는 
다수의 알키닐 쇄(임의 치환됨)로 이루어질 수 있다. 적당한 스페이서 쇄는 식 -(CH 2 )m-Z-(CH2 )m- (식 중, Z는 
-CH2-, -CH="CH-," -C≡C-, -O- 또는 -S- 이고, m은 1 내지 15 사이의 정수임)의 기를 포함한다.

본 발명의 음이온성 또는 양이온성 덴드리머는 당기술 분야의 당업자에게 공지된 표준 화학 방법으로 제조될 수 있다. 
적당한 방법은 하기의 실시예에서 예로서 기술된다.
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전술한 바와 같이, 본 발명의 음이온성 또는 양이온성 덴드리머는 유독 물질을 억제하는 것으로 밝혀졌다. 본 명세서에 
사용된 용어 " 유독 물질" 이란 뱀, 전갈, 거미 및 벌의 독과 같은 동물 독소 또는 유독성 펩타이드, 유독성 폴리아민, 
및 세균성 감염(예, 세균성 엔도독소 및 엑소독소) 또는 원생성, 진균성 또는 바이러스성 감염시 방출되는 유독성 펩타
이드 또는 다른 유독 물질(들)을 포함하되, 이들로 한정하지 않는 생물(동물, 식물, 미생물 또는 바이러스) 기원의 독
소를 말한다.
    

용어 " 억제" 란 가장 광의적 견지에서 인간 또는 인간을 제외한 동물 환자의 유독 물질의 독성 효과를 완전히 또는 부
분적으로 억제 또는 저지시키는 것을 포함한다. 상기 용어는 또한 예방 및 치료를 포함한다.

따라서, 또 다른 특징으로 본 발명은 인간 또는 인간을 제외한 동물 환자의 유독 물질을 예방학적으로 또는 치료학적으
로 억제하는 약학적 또는 수의학적 조성물을 제공하는 것으로서, 이 조성물은 광의로 전술한 덴드리머와 1종 이상의 약
학적으로 또는 수의학적으로 허용 가능한 담체 또는 희석제를 포함한다.

이러한 조성물의 제형은 당기술 분야의 당업자에게 공지되어 있다. 적당한 약학적으로 허용 가능한 담체 및/또는 희석
제로는, 임의의 그리고 모든 종래의 용매, 분산 매체, 충진제, 고형 담체, 수용액, 코팅물, 항균제 및 항진균제, 등장성 
및 흡착성 지연제 등을 들 수 있다. 이러한 약학적으로 활성인 물질용 매질 및 제제의 사용은 당기술 분야에 공지되어 
있으며, 다음 문헌[Remington's Pharmaceutical Sciences,제18판, 미국 펜실베니아주 소재의 Mack 출판사]에 예로
서 기술되어 있다. 임의의 종래 매질 또는 제제가 활성 성분과 양립할 수 없는 경우를 제외하고는, 본 발명의 약학적 조
성물에 이들을 사용할 수 있다. 보조 활성 성분들 또한 상기 조성물에 혼입될 수 있다.

    
투여를 용이하게 하고 용량을 균일하게 하는 복용 단위 형태로 조성물을 제형화하는 것이 특히 유리하다. 본 명세서에 
사용된 복용 단위 형태는 치료하고자 하는 인간 개체에 1회분 용량으로 적합한 물리적으로 분리된 단위를 의미하고, 각 
단위는 목적하는 치료 효과를 나타내도록 계산된 소정량의 활성 성분과 함께 필수 약학 담체 및/또는 희석제를 포함한
다. 본 발명의 신규 복용 단위 형태에 대한 내역은 (a) 활성 성분의 독특한 특성 및 성취하고자 하는 특정 치료 효과와, 
(b) 특정 치료에 이 활성 성분을 혼합하는 당기술 분야의 고유한 제한 사항에 의해 정해지고, 이들에 좌우된다.
    

다른 특징에 있어서, 본 발명은 유독 물질을 억제함으로써 인간 또는 인간을 제외한 동물 환자를 예방하거나 또는 치료
하는 데, 또는 상기 예방 또는 치료하기 위한 약제를 제조하는 데, 광의로 전술된 덴드리머를 유효량으로 사용하는 방법
에 관한 것이다.

    
다양한 투여 경로가 이용 가능하다. 물론, 선택된 특정 방식은 치료할 특정 증상과 치료 효능에 필요한 투여량에 좌우될 
것이다. 일반적으로, 본 발명의 방법은 의학적으로 허용 가능한 임의의 투여 방식을 사용하여 실시될 수 있는데, 이것은 
허용 불가능한 역효과를 일으키지 않고 본 발명의 활성 성분의 치료 수준을 달성시키는 임의의 방식을 의미한다. 이러
한 투여 방식으로는 경구, 직장, 국소, 비강, 흡입, 경피 또는 비경구(예, 피하, 근육내 및 정맥내) 경로를 들 수 있다. 
경구 투여용 제형들로는 캡슐, 정제, 로젠지 등과 같은 분리 단위들을 포함한다. 기타 경로로는 척수액으로의 직접적인 
초내 투여법, 당기술 분야의 당업자에게 공지되어 있는 여러 도뇨관 및 풍선을 이용한 혈관 성형술 장치에 의한 직접적 
도입법, 및 표적 부위로의 실질내 주입법을 들 수 있다.
    

본 조성물은 편리하게 단위 복용 형태로 제공될 수 있으며 약업계에 공지된 임의의 방법에 의해 제조될 수 있다. 이러한 
방법들은 활성 성분을 1종 이상의 부가 성분으로 된 담체와 합하는 단계를 포함한다. 일반적으로, 상기 조성물은 활성 
성분을 액체 담체, 미세 분말성 고형 담체 또는 이들 모두와 함께 균일하고 골고루 합한 후, 필요에 따라 제품으로 성형
시킴으로써 제조된다.

경구 투여에 적당한 본 발명의 조성물은 각각 리포좀내에 소정량의 활성 성분을 함유하는 캡슐, 카세제, 정제 또는 로젠
지와 같은 분리 단위로서, 또는 시럽, 엘릭시르 또는 에멀젼 용액과 같은 수성 액체 또는 비수성 액체의 현탁액으로서 
제공될 수 있다.
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비경구 투여에 적당한 조성물로서 바람직하게는 수혈체의 혈액과 등장성인 활성 성분의 멸균 수성 제조물을 포함하는 
것이 편리하다. 이 수성 제조물은 적당한 분산제 또는 습윤제와 현탁제를 사용하는 공지의 방법에 따라 제형될 수 있다. 
상기 멸균 주사 제조물은 또한 비독성의 비경구적으로 허용 가능한 희석제 또는 용매 중의 멸균 주사 용액 또는 현탁액
(예, 폴리에틸렌글리콜 중의 용액)일 수 있다. 사용할 수 있는 허용 가능한 운반체 및 용매들로는, 물, 링거 용액 및 등
장성 염화나트륨 용액이다. 또한, 멸균 고정유는 용매 또는 현탁 매질로서 통상적으로 사용된다. 이러한 목적으로, 합성 
모노- 또는 디-글리세리드를 포함하여 임의 배합 고정유가 사용될 수 있다. 또한, 올레산과 같은 지방산은 주사액 제
조에 사용될 수 있다.
    

활성 성분은 또한 비강내로 또는 흡입으로 상기 활성 성분을 투여하도록 설계된 시스템내 운반(예, 활성 성분을 함유하
는 미세 분산성 에어로졸 스프레이)용으로 제형될 수도 있다.

    
다른 운반 시스템으로는 서방형 운반 시스템을 포함할 수 있다. 바람직한 서방형 운반 시스템으로는 서방형 펠렛 또는 
캡슐로 본 발명의 활성 성분을 방출시킬수 있는 것들이다. 많은 형태의 서방형 운반 시스템들이 이용 가능하다. 이들은 
(a) 활성 성분이 매트릭스내에 함유되는 미란성 시스템, 및 (b) 활성 성분이 중합체를 통해 조절된 속도로 침투하는 확
산 시스템을 포함하나, 이것으로 한정하는 것은 아니다. 또한, 펌프계 하드웨어 운반 시스템이 사용될 수 있으며, 이들 
중 몇개는 피하 주입용으로 사용할 수도 있다.
    

    
상기 활성 성분은 예방학적 또는 치료학적 유효 분량으로 투여될 수 있다. 예방학적 또는 치료학적 유효량이란 목적하
는 효과를 달성하거나, 또는 치료하고자 하는 특정 증상의 발생을 지연시키고, 이것의 진행을 억제하거나, 또는 발생 또
는 진행을 모두 정지시키는 데 필요한 최소량을 의미한다. 물론, 이러한 분량은 치료하고자 하는 특정 증상, 증상의 심
각성 및 개별적인 환자 변수(나이, 건강 상태, 크기, 체중 및 합병증 치료를 포함함)에 좌우될 것이다. 상기 인자들은 
당기술 분야의 당업자에게 공지된 것으로서 통상의 실험 방법을 통해도 설명될 수 있다. 일반적으로 최대 투여량, 즉 확
실한 의학적 판단에 따른 가장 안전한 투여량이 사용되는 것이 바람직하다. 그러나, 의학적 이유, 심리적 이유로 또는 
실질적으로 기타 다른 이유로 인해 더 낮은 투여량 또는 허용 투여량이 투여될 수 있다는 사실은 당기술 분야의 당업자
라면 이해할 수 있을 것이다.
    

    
일반적으로, 활성 성분의 1일 경구 투여량은 하루에 체중 1 kg 당 약 0.01 mg 내지 1000 ㎎일 것이다. 처음에는 하루
에 체중 1 kg 당 소량(0.01 ∼ 1 ㎎)으로 투여한 후, 투여량을 약 1000 ㎎/㎏ 까지 증가시킬 수 있다. 이와 같은 투여
량에서 개체의 반응이 충분하지 않은 경우, 개체의 내성이 허용하는 한 더 많은 투여량(또는 상이하고 더 국소화된 운
반 경로에 의해 더 높은 유효 투여량)을 사용할 수도 있다. 화합물의 적당한 전신 농도를 달성시키도록 하루에 여러번 
투여될 수 있을 것으로 추측된다.
    

본 발명의 활성 성분은 또한, 예를 들면 당기술 분야의 통상적 방법에 의해 제조될 수 있는 수의학적 조성물의 형태로 
사용할 수도 있다. 이러한 수의학적 조성물들의 예는 하기 투여 형태 (a) 내지 (d)에 사용된 것을 포함한다:

(a) 경구 투여, 외용법(예, 물약(예, 수용액 또는 비수용액 또는 현탁액), 정제 또는 환제, 사료와 혼합할 분말, 과립 또
는 펠렛, 혀에 사용할 페이스트),

(b) 비경구 투여(예, 피하, 근육내 또는 정맥내 주사(예, 멸균 용액 또는 현탁액), 또는 (경우에 따라) 현탁액 또는 용
액이 유두를 경유하여 유방으로 유입되는 유방내 주사),

(c) 국소 투여(예, 피부에 사용되는 크림, 연고 또는 스프레이), 또는
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(d) 질내 투여(예, 질좌약, 크림 또는 거품제).

명세서 중에 별도의 언급이 없는한, 본 명세서 및 청구 범위의 용어 " 포함한다" 는 언급한 정수 또는 정수 군을 포함하
며, 임의의 다른 정수 또는 정수 군을 배제하는 것이 아니라는 사실을 이해해야 할 것이다.

    도면의 간단한 설명

도 1 내지 도 4는 HIV 유독성 Vpr 펩타이드 분류물 P3의 억제에 대해 다양한 농도의 BRI 2923가 미치는 영향을 보여
준다.

본 발명의 또 다른 특징들은 본 발명을 한정하는 것이 아니라, 예시로서 포함된 하기 실시예들로부터 명백해질 것이다. 
하기 실시예에서, PAMAM 덴드리머는 미국 특허 제4,507,466호, 제4,558,120호, 제4,568,737호 및 제4,587,329
호에 기술된 바와 같이 암모니아 핵을 기저로 하는 폴리아미도아민 덴드리머를 말하고, PAMAM(EDA) 덴드리머는 에
틸렌디아민 핵을 기저로 하는 폴리아미도아민 덴드리머를 의미하며, BHAlysx lysy lysz덴드리머는 미국 특허 제4,289,
872호 및 제4,410,668호에 기술된 바와 같이 벤즈히드릴아민 핵과 리신 분지형 유닛을 기저로 하는 폴리리신 비대칭 
덴드리머를 말한다. 폴리아미도아민 덴드리머 PAMAM 1.0, PAMAM 2.0, PAMAM 3.0, PAMAM 4.0 및 PAMAM 
5.0 또는 더 고급 세대물, PAMAM 4.0(EDA), 및 폴리리신 덴드리머 BHAlyslys 2 , BHAlyslys 2 lys4 , BHAlyslys 2
lys4 lys8 , BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 , BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 lys32 , BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 lys32 lys64
또는 더 고급 세대물은 앞에서 인용한 미국 특허 제4,289,872호, 제4,410,688호, 제4,507,466호, 제4,558,120, 제
4,568,737호 및 제4,578,239호 및 국제 특허 공개 공보 WO 88/01178, WO 88/01179, WO 88/01180 및 WO 95
/24221에 기술된 바와 같이 제조된다.

    실시예

실시예 1

수지형 중합체와 2-아크릴아미도-2-메틸프로판 설폰산을 반응시켜 설폰산 말단 덴드리머를 제조하는 방법.

APAMAM 1.0

탄산나트륨 고체(0.13 g, 1.0 mmol)를 2-아크릴아미도-2-메틸프로판 설폰산(0.41 g, 2.0 mmol)과 물(3 ml)의 
교반 용액에 천천히 첨가하였다. 개스 발생이 멈춘 후에 용액의 pH는 8.0이었다. PAMAM 1.0(0.12 g, 0.33 mmol)
과 물(1 ml)의 용액을 상기 용액에 첨가한 후, 40% 수산화벤질트리메틸암모늄 수용액 4방울을 첨가하였다. 상기 용액
을 질소하에 60℃에서 3일간 가열하여 농축시켰다. 잔류물을 겔 여과법(Sephadex G10, 물)으로 정제한 후, 동결 건
조시켜서 설폰화된 PAMAM 1.0 덴드리머를 회백색 고체 형태(0.51 g)로 얻었다. 1H 및13 C nmr 스펙트럼에 따르면, 
이것은 디알킬화 및 모노알킬화된 PAMAM 1.0 덴드리머의 혼합물(약 70:30)이었다. 13 C nmr(D2O): 31.0, 31.1, 
37.1, 37.7, 41.3, 48.6, 51.5, 53.1, 53.4, 55.6, 56.2, 61.2, 61.5, 178.3, 179.0, 179.8.

BPAMAM 2.0

전술한 바와 같이 PAMAM 2.0을 2-아크릴아미도-2-메틸프로판 설폰산과 반응시켰다. 이 미정제 생성물을 겔 여과
법(Sephadex G10, 물)으로 정제한 후, 동결 건조 시켜서 회백색 고체 형태를 얻었다. 1H 및13 C nmr 스펙트럼에 따르
면, 이것은 디알킬화 및 모노알킬화된 PAMAM 2.0 덴드리머의 혼합물(약 65:35)이었다. 13 C nmr(D2O): δ31.0, 3
1.1, 37.1, 37.7, 41.3, 48.7, 51.5, 53.4, 55.6, 56.2, 61.2, 61.5, 178.4, 179.0, 179.1, 179.6.

수산화벤질트리메틸암모늄을 생략하고 상기 반응을 반복하여 유사한 결과를 얻었다.

CPAMAM 3.0BRI2783
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약간 과량의 탄산나트륨을 사용하고 수산화벤질트리메틸암모늄을 생략한 것을 제외하고는 전술한 바와 같이 PAMAM 
3.0을 2-아크릴아미도-2-메틸프로판 설폰산과 반응시켰다.1H 및13 C nmr 스펙트럼에 따르면, 이것은 디알킬화 및 
모노알킬화된 PAMAM 3.0 덴드리머의 혼합물(약 50:50)이었다. 13 C nmr(D2O): δ31.0, 31.1, 36.9, 37.4, 41.1, 
48.6, 51.5, 53.4, 55.7, 56.2, 61.1, 61.5, 178.2, 178.9, 179.0, 179.8.

DPAMAM 4.0BRI2784

PAMAM 3.O에 대해 기술한 바와 같이 PAMAM 4.0을 2-아크릴아미도-2-메틸프로판 설폰산과 반응시켰다. 1H 및
13 C nmr 스펙트럼에 따르면, 이것은 디알킬화 및 모노알킬화된 PAMAM 4.0 덴드리머의 혼합물(약 35:65)이었다. 1
3C nmr(D2O): δ31.0, 31.1, 36.9, 37.3, 41.1, 48.5, 51.5, 53.5, 55.7, 56.2, 61.1, 61.5, 178.1, 178.9, 179.0, 
179.8.

실시예 2

나트륨 설포아세트아미드 말단 덴드리머의 제조 방법.

APAMAM 1.0

4-니트로페닐 브로모아세테이트(0.40 g, 1.5 mmol)의 무수 DMF(1 ml) 용액을 PAMAM 1.0(0.18 g, 0.5 mmol)
의 DMF(3 ml) 교반 용액에 첨가하였다. 이렇게 얻은 황색 용액을 실온에서 20시간 동안 교반하였으며, 이때 닌히드린 
테스트는 음성 반응이었다. 상기 용액을 농축(30 ℃/0.1 mmHg)시켜 황색 오일을 얻었다. 이 오일을 물과 클로로포름
으로 분배하고, 수층을 분리하여 클로로포름(2회) 및 최종적으로는 에틸아세테이트로 세척하였다. 상기 수용액을 농축
(35 ℃/25 mmHg)시켜 브로모아세틸화된 PAMAM 1.0 덴드리머를 황색 오일 형태(0.36 g, 100%)로 얻었다. 13 C n
mr(D2O): δ32.8, 33.3, 43.0, 43.5, 54.4, 174.5, 176.4.

아황산나트륨(0.2 g, 1.6 mmol)과 물(1 ml)의 용액을 전술한 브로모아세틸화된 PAMAM 1.0 덴드리머(0.36 g, 0.5 
mmol)와 물(5 ml)의 용액에 첨가하여 얻은 용액을 실온에서 11일간 방치하였다. 상기 황색 용액을 농축시켜 황색 고
체(0.60 g)를 얻었다. 13 C nmr(D2O): δ34.4, 43.1, 43.4, 54.0, 61.7, 171.3, 177.2.

브로모아세틸화된 덴드리머를 분리하지 않고 아황산나트륨 용액을 제1 반응에서 얻은 미정제 수층 추출물에 단순히 첨
가함으로써 상기 반응을 연속적으로 수행하였다.

BPAMAM 2.0

방법 1:

4-니트로페닐 브로모아세테이트(0.18 g, 0.07 mmol)의 무수 DMF(1 ml) 용액을 PAMAM 2.0(0.10 g, 0.1 mmol)
의 DMF(3 ml) 교반 용액에 첨가하였다. 이렇게 얻은 황색 용액을 실온에서 20시간 동안 교반하였으며, 이때 닌히드린 
테스트는 음성 반응이었다. 와류시키면서 상기 용액을 물(150 ml)에 첨가하여 얻은 혼합물을 클로로포름(3회)과 에틸
아세테이트로 추출하였다. 아황산나트륨(0.1 g, 0.8 mmol)과 물(1 ml)의 용액을 미정제 브로모아세틸화 덴드리머 용
액에 첨가한 후, 실온에서 3일간 방치하였다. 상기 황색 용액을 농축시켜 황색 고체 잔류물을 얻어서, 이것을 겔 여과법
(Sephadex LH 20, 물)으로 정제하여 나트륨 설포아세트아미드 말단 PAMAM 2.0 덴드리머(103 mg)를 얻었다. 13 C 
nmr(D2O): δ33.0, 35.7, 36.0, 37.7, 40.3, 43.0, 43.2, 53.4, 53.7, 56.0, 61.6, 171.2, 174.6, 178.5.

방법 2:
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숙신이미딜 아세틸티오아세테이트 고체(67 mg, 0.33 mmol)를 PAMAM 2.0,(52 mg, 0.05 mmol)의 무수 DMF(2 
ml) 용액에 첨가하여 얻은 용액을 실온에서 2일간 교반하였다. 혼합물을 농축(30 ℃/10 -3 mmHg)시켜 오일성 잔류물
을 얻었다. 상기 잔류물을 물과 클로로포름으로 분배시켜 수층을 분리/농축시켜서, 점성의 오일(117 mg)을 얻었다. 1

H 및13 C nmr 스펙트럼에 따르면, 상기 오일은 아실화된 덴드리머 및 N-히드록시 숙신이미드의 혼합물이었다. 겔 여
과법(Sephadex G10, 물)은 아세틸티오아세트아미드 말단 PAMAM 2.0 덴드리머(29 mg)의 순수 시료를 제공하였다.
13 C nmr(D2O): δ34.0, 34.2, 37.3, 43.0, 43.1, 43.3, 53.5, 54.0, 56.3, 175.4, 177.2, 177.5.

상기 작용기화된 덴드리머의 40% 수성 포름산(7 ml) 용액을 빙냉 상태의 막제조된 과포름산(1.6 mmol)의 포름산(2 
ml) 용액에 첨가하였다. 상기 혼합물을 0℃에서 1시간 동안 교반한 후, 실온에서 20시간 동안 교반하였다. 소량의 활
성 차콜을 첨가하여 과량의 임의의 과산을 분해시키고, 상기 혼합물을 30분간 교반한 후에 여과하고 농축시켜 점성의 
오일을 얻었다.

상기 미정제 생성물을 물에 녹여서, 중탄산나트륨 수용액으로 pH를 9.0으로 조절한 후, Sephadex G10의 칼럼을 통과
시켜 상기 물질을 탈염화시켰다. 동결 건조 후에 얻은 백색 고체(20 mg)는 분광학적으로 방법 1에 의해 얻은 물질과 
본질적으로 동일하였다.13 C nmr(D2O): δ33.0, 38.7, 42.9, 43.0, 43.1, 53.9, 54.3, 56.5, 61.6, 171.2, 176.4, 
177.0.

실시예 3

나트륨 설포숙시남산 말단 덴드리머의 제조 방법.

APAMAM 1.0

말레산 무수물 고체(0.11 g, 1.1 mmol)를 PAMAM 1.0(0.12 g, 0.33 mmol)의 무수 DMF(3 ml) 교반 용액에 첨가
하였다. 무수물이 용해됨에 따라 상기 혼합물의 온도가 약간 상승하였고, 갈변화되었으며, 이 용액을 실온에서 밤새 교
반하였다. 상기 용액을 농축(30 ℃/10 -4 mmHg)시켜 점성의 오일을 얻었다.1H 및13 C nmr(D2O) 스펙트럼에 따르면, 
PAMAM 1.0은 말레산이 약간 있는 트리스아미드로 완전 전환되었다. 13 C nmr(D2O): δ33.1, 42.8, 43.1, 54.3, 1
35.0, 137.1, 169.1, 171.9, 173.3.

미정제 트리스아미드를 물(4 ml)에 녹이고, 아황산나트륨 고체(0.20 g, 1.6 mmol)를 첨가하였다. 이렇게 얻은 용액을 
실온에서 4일간 방치시킨 후, 농축하였다.1H 및13 C nmr(D2 0) 스펙트럼에 따르면, 이것은 설포숙신산이 약간 있는 설
포숙시남산 나트륨 말단 PAMAM 1.0 덴드리머 레지오이성질체의 1:1 혼합물이었다. 상기 미정제 생성물을 겔 여과법
(Sephadex G10, 물)으로 정제하여 설포숙시남산 나트륨 말단 PAMAM 1.0 덴드리머(107 mg)의 시료를 얻었다. 13

C nmr(D2O): δ33.3, 39.6, 40.0, 42.9, 43.1, 54.0, 67.9, 69.4, 173.8, 176.3, 177.6, 181.8.

BPAMAM 2.0

전술한 바와 같이 설포숙시남산 나트륨 말단 PAMAM 2.0 덴드리머의 레지오이성질체 혼합물을 제조하였다. 13 C nmr 
PAMAM 2.0 말레암산 유도체(D 2O): δ32.8, 33.0, 38.7, 42.9, 53.8, 54.3, 56.5, 135.2, 136.8, 169.2, 171.9, 
173.5, 174.6. 13 C nmr PAMAM 2.0 설포숙시남산 나트륨 유도체 (D 2O): δ37.0, 40.1, 41.1, 43.0, 43.2, 43.9, 
53.0, 53.3, 55.5, 68.0, 69.4, 173.8, 177.6, 179.1, 179.5, 179.8, 182.3.

CPAMAM 4.0BRI6038
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말레산 무수물 고체(60 mg, 0.6 mmol)를 PAMAM 4.0(51 mg, 0.01 mmol)의 무수 DMF(2 ml) 교반 용액에 첨가
하였다. 상기 혼합물은 초기에는 희뿌였지만 이내 곧 투명 용액이 되었고, 이 용액을 실온에서 밤새 교반하였다. 상기 
용액을 농축(35 ℃/10-4 mmHg)시켜 점성의 오일을 얻었다.1H 및13 C nmr(D2 0) 스펙트럼에 따르면, PAMAM 4.0
은 말레산이 약간 있는 폴리아미드로 완전 전환되었다. 미정제 폴리아미드를 물(2 ml)에 녹여서, 아황산나트륨(126 
mg, 1.0 mmol)과 물(2 ml)의 용액을 첨가하였다. 이렇게 얻은 용액을 실온에 2일간 방치한 후, 농축하였다. 1H 및13

C nmr(D2 0) 스펙트럼에 따르면, 이것은 설포숙신산이 약간 있는 설포숙시남산 말단 PAMAM 4.0 덴드리머의 레지오
이성질체 혼합물이었다. 상기 미정제 생성물을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제하여, 24개의 레지오이성질체 
설포숙시남산 기로 말단기화된 PAMAM 4.0 시료(90 mg)를 얻었다. 1H nmr(D2O): δ2.4∼2.6, 2.7∼3.1, 3.2∼3.
4, 3.9∼4.0. 13 C nmr(D2O): δ36.2, 39.8, 40.5, 43.0, 43.2, 53.5, 55.8, 68.1, 69.5, 173.8, 177.4, 177.6, 17
8.7, 182.3.

실시예 4

나트륨 N-(2-설포에틸)숙신아미드 말단 덴드리머의 제조 방법

a.테트라부틸암모늄 N-(2-설포에틸)숙시남산의 제조 방법

숙신산 무수물 고체(0.5 g, 5.0 mmol)를 테트라부틸암모늄 2-아미노에틸설폰산(1.83 g, 5.0 mmol)의 무수 디클로
로메탄(30 ml)의 교반 용액에 첨가하였다. 숙신산 무수물을 천천히 용해시켜 얻은 희뿌연 용액을 실온에서 밤새 교반
하였다. 상기 혼합물을 여과하고, 그 여과액을 농축시켜 점성의 오일(2.41 g)을 얻었다. 13 C nmr에 따르면, 이것은 소
량의 숙신산이 있는 목적하는 모노아미드로 완전히 전환되었다. 디클로로메탄 용액을 과량의 디에틸에테르에 적가하여 
생성물을 계속 침전시켜서 테트라부틸암모늄 N-(2-설포에틸)숙시남산을 백색 고체 형태(1.762 g, 76%, mp 125∼
127℃)로 얻었다.1H nmr(CDCl 3 ): δ0.86(t,12H,4xCH 3 ), 1.28(m,8H,4xCH 2 ), 1.50(m,8H,4xCH 2 ), 2.33(m,2
H,CH2COOH), 2.44(m,2H,CH 2CONH), 2.76(m,2H,CH 2NHCO),3.12(m,8H,4xCH 2N), 3.50(m,2H,CH 2 SO3

- ), 
7.53(br t,1H,NH). 13 C nmr(CDCl 3 ): δ 13.5, 19.5, 23.8, 30.1, 30.9, 35.6, 50.0, 58.5, 172.0, 174.1.

b.테트라부틸암모늄 4-니트로페닐 N-(2-설포에틸)숙시나메이트의 제조 방법

디시클로헥실카르보디이미드(45 mg, 0.22 mmol)의 무수 디클로로메탄(1 ml) 용액을 테트라부틸암모늄 N-(2-설포
에틸)숙시남산(94 mg, 0.20 mmol)의 디클로로메탄(2 ml) 교반 용액에 첨가한 후, 실온에서 밤새 교반하였다. 이렇
게 얻은 현탁 용액을 여과하고, 그 여과액을 농축시켜 미정제 활성 에스테르를 얻었다. 이것을 더 이상 정제하지 않고 
사용하였다.

A.나트륨 N-(2-설포에틸)숙신아미드 말단 PAMAM 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0BRI2786

미정제 테트라부틸암모늄 4-니트로페닐 N-(2-설포에틸)숙시나메이트(0.30 mmol)의 무수 DMF(1 ml) 용액을, 5
0% 수성 DMF(3 ml)에 녹인 PAMAM 4.0(51.5 mg, 0.01 mmol) 교반 용액에 첨가하여 얻은 황색 용액을 실온에서 
밤새 교반하였다. 상기 혼합물을 농축(35 ℃/10 -5 mmHg)하여 얻은 황색 잔류물을 물과 클로로포름으로 분배시켰다. 
수층을 분리하여 클로로포름(2회)과 에틸아세테이트로 세척한 후, 농축하여 황색 오일(134 mg)을 얻었다. 앰버라이
트(앰버라이트) IR 120(Na) 칼럼을 통과시켜서 상기 미정제 생성물을 나트륨 염 형태로 전환시켜서 물질 85 mg을 얻
었다. 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 이 물질을 더 정제하여 나트륨 N-(2-설포에틸)숙신아미드 말단 PAMA
M 4.0 덴드리머(45 mg)를 얻었다. 13 C nmr (D 2O): δ33.2, 33.6, 35.5, 39.0, 39.5, 42.8, 43.2, 53.8, 54.1, 54.
4, 56.6, 176.5, 176.9, 177.2, 178.9, 179.4.

나트륨 N-(2-설포에틸)숙신아미드기로 말단기화된 상응하는 PAMAM 1.0 및 PAMAM 3.0(BRI2785) 덴드리머를 
유사하게 제조하였다.

13 C nmr PAMAM 3.0 유도체(D 2O): δ33.4, 35.5, 39.0, 39.5, 42.9, 43.2, 53.8, 54.1, 54.3, 56.5, 176.4, 176.
9, 177.4, 178.9, 179.4.
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13 C nmr PAMAM 1.0 유도체 (D 2O): δ34.9, 35.5, 39.5, 42.9, 43.1, 53.7, 54.1, 179.0, 179.1, 179.3.

B나트륨 N-(2-설포에틸)숙신아미드 말단 폴리리신 덴드리머의 제조 방법.

BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 BRI2789

트리플루오로아세트산(1 ml)을 BHAlyslys 2 lys4 lys8DBL16 (36.5 mg, 5.0 μmol)의 무수 디클로로메탄(1 ml) 현
탁 용액에 첨가하여 얻은 용액을 질소하에 실온에서 2시간 동안 교반한 후, 농축시켰다. 잔류물을 무수 DMSO(2 ml)
에 녹이고 트리에틸아민으로 pH를 8.5로 조절하였다. 미정제 테트라부틸암모늄 4-니트로페닐 N-(2-설포에틸)숙시
나메이트(약 0.2 mmol)의 DMSO(1 ml) 용액을 적가한 혼합물을 실온에서 밤새 교반하였다. 상기 황색 용액을 농축(
50 ℃/10-5 mmHg)시켜 얻은 황색 잔류물을 물과 클로로포름 사이에 분배시켰다. 수층을 분리하여 클로로포름(3회)
과 에틸아세테이트로 세척한 후, 농축시켜 오일(99 mg)을 얻었다. 앰버라이트 IR 120(Na) 칼럼을 통과시켜 상기 미
정제 생성물을 나트륨 염 형태로 전환시킨 물질 81 mg을 얻었다. 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 이 물질을 더 
정제하여 나트륨 N-(2-설포에틸)숙신아미드 말단 BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 덴드리머(39 mg)를 얻었다.

13 C nm
r(D2O): δ 27.0, 32.3, 35.2, 35.3, 35.6, 35.7, 39.5, 43.5, 54.1, 58.5, 131.5, 132.0, 133.3, 145.1, 177.8, 1
78.0, 178.4, 178.8, 178.9, 179.2, 179.7, 179.8.

나트륨 N-(2-설포에틸)숙신아미드기로 말단기화된 상응하는 BHAlyslys 2 , BHAlyslys 2 lys4 (BRI2787) 및 BHAly
slys 2 lys4 lys8 (BRI2788)을 유사하게 제조하였다.

13 C nmr BHAlyslys 2 lys4 lys8유도체 (D2O): δ26.9, 32.3, 35.1, 35.3, 35.6, 35.7, 39.5, 43.5, 54.1, 58.5, 13
1.6, 131.9, 132.2, 132.3, 133.2, 133.3, 145.0, 145.2, 177.2, 177.8, 177.9, 178.0, 178.2, 178.3, 178.6, 17
8.7, 178.8, 178.9, 179.2, 179.3, 179.7, 179.8.

13 C nmr BHAlyslys 2 lys4유도체 (D2O): δ26.9, 32.3, 35.1, 35.4, 35.7, 35.8, 39.5, 43.5, 54.1, 58.5, 61.8, 
131.7, 132.0, 132.2, 132.3, 133.2, 133.3, 145.0, 145.1, 177.3, 178.0, 178.3, 178.4, 178.7, 178.9, 179.0, 
179.3, 179.7, 179.8.

13 C nmr BHAlyslys 2유도체 (D2O): δ 26.9, 27.1, 32.2, 32.3, 34.7, 34.8, 35.1, 35.3, 35.6, 35.7, 39.5, 43.4, 
54.1, 58.6, 61.8, 131.7, 131.9, 132.2, 132.3, 133.3, 144.9, 145.0, 177.7, 178.4, 178.8, 179.0, 179.3, 180.
0.

실시예 5

나트륨 4-설포페닐티오우레아 말단 덴드리머의 제조 방법

APAMAM 4.0BRI2791

나트륨 4-설포페닐이소티오시아네이트 1수화물 고체(500 mg, 1.96 mmol)를 PAMAM 4.0(300 mg, 0.0582 mmo
l)과 물(10 ml)의 용액에 첨가하여 얻은 용액을 질소하에 53℃에서 2시간 동안 가열한 후 냉각하였다. 상기 용액을 농
축시켜 얻은 황색 고체 잔류물을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제하였다. 순수한 분류물들을 혼합하고 동결 
건조시켜서 나트륨 4-설포페닐티오우레아 말단 PAMAM 4.0 덴드리머를 백색의 솜털 고체 형태(370 mg)로 얻었다.
1H nmr (D 2O): δ2.28, 2.52, 2.69, 3.15, 3.27, 3.60, 7.32(d,J="9Hz)," 7.72(d,J="9Hz)."

13 C nmr (D 2O): δ
36.9, 41.1, 43.1, 48.3, 53.6, 55.8, 129.0, 131.1, 144.4, 178.5, 179.1, 184.4.

3개, 6개, 12개 및 48개의 나트륨 4-설포페닐티오우레아 기로 말단기화된 상응하는 PAMAM 1.0, PAMAM 2.0(BR
I2790), PAMAM 3.0 및 PAMAM 5.0(BRI2991) 덴드리머 각각을 유사하게 제조하였다.

BPAMAM 4.0(EDA)BRI6045
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나트륨 4-설포페닐이소티오시아네이트 1수화물 고체(130 mg, 0.5 mmol)를 PAMAM 4.0(EDA)(69 mg, 0.01 mm
ol)과 물(4 ml)의 용액에 첨가하여 얻은 용액을 질소하에 53℃에서 2시간 동안 가열한 후 냉각하였다. 상기 용액을 농
축하여 얻은 고체 잔류물을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제하였다. 순수한 분류물을 혼합하고 동결 건조시
켜서, 32개의 나트륨 4-설포페닐티오우레아기로 말단기화된 PAMAM 4.0을 백색의 솜털 고체 형태(136 mg)로 얻었
다.1H nmr (D 2O): δ2.30, 2.50, 2.70, 3.18, 3.62, 7.35(d,J="9Hz)," 7.72(d,J="9Hz)."

13 C nmr (D 2O): δ36.
8, 41.0, 43.1, 48.4, 53.6, 55.7, 55.7, 128.9, 131.0, 144.3, 178.5, 179.0, 184.5.

C.BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 BRI2792

질소하에서 트리플루오로아세트산(4 ml)을 BHAlyslys 2 lys4 lys8DBL16 (0.73 g, 0.1 mmol)의 무수 디클로로메탄(
4 ml) 현탁 용액에 첨가하였다. 개스가 잠시 동안 격렬히 발생한 후의 용액을 실온에서 2시간 동안 교반한 후, 농축하
였다. 그 잔류 시럽을 물(5 ml)에 녹여서 앰버라이트 IRA-401(OH) 칼럼을 통과시키고, 그 여과액을 농축시켜 BHA
lyslys 2 lys4 lys8 lys16 을 점성의 오일 형태(0.49 g)로 얻었다. 상기 오일을 물(5 ml)에 다시 녹이고, N,N-디메틸-
N-알릴아민 완충 용액(pH 9.5, 3 ml)을 첨가하였다. 나트륨 4-설포페닐이소티오시아네이트 1수화물 고체(1.30 g, 
5.1 mmol)를 첨가하여 얻은 용액을 질소하에 53℃에서 2시간 동안 가열한 후, 냉각하였다. 상기 용액을 농축하여 얻
은 갈색 고체 잔류물을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제하였다. 순수한 분류물을 혼합하여 앰버라이트 IR 1
20(Na) 칼럼을 통과시키고, 동결 건조시켜서 나트륨 4-설포페닐티오우레아 말단 BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 덴드리
머를 백색의 솜털 고체 형태(374 mg)로 얻었다. 1H nmr(D2O): δ1.40,1.72, 3.08, 3.42, 4.24, 4.60, 7.30, 7.40(
d,J="9Hz)," 7.78(d,J="9Hz)." 13 C nmr (D 2O): δ27.3, 32.5, 35.9, 43.7, 48.9, 58.6, 63.3, 128.8, 131.0, 14
3.7, 144.7, 145.1, 177.7, 178.1, 183.8, 185.2.

16개, 64개 및 128개의 나트륨 4-설포페닐티오우레아기로 말단기화된 상응하는 BHAlyslys 2 lys4 lys8 , BHAlyslys

2 lys4 lys8 lys16 lys32 (BRI2992) 및 BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 lys32 lys64 (BRI2993) 덴드리머 각각을 유사하게 
제조하였다.

실시예 6

나트륨 3,6-디설포나프틸티오우레아 말단 덴드리머의 제조 방법

APAMAM 4.0BRI2928

3,6-디설포나프틸이소티오시안산나트륨 고체(160 mg, 0.41 mmol)를 PAMAM 4.0(51 mg, 0.01 mmol)과 물(3 m
l)의 용액에 첨가하여 얻은 용액을 질소하에 53℃에서 2시간 동안 가열한 후, 냉각하였다. 상기 용액을 농축시켜 얻은 
갈색 고체 잔류물을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제하였다. 순수한 분류물들을 혼합하고, 농축시켜서 나트
륨 3,6-디설포나프틸티오우레아 말단 PAMAM 4.0 덴드리머를 갈색 고체 형태(73 mg)로 얻었다. 1H nmr(D2O): δ
2.30, 2.60, 2.74, 3.20, 3.57, 7.75, 7.86, 8.28. 13 C nmr (D 2O): δ35.0, 39.9, 43.1, 48.1, 53.8, 56.1, 128.4, 
128.6, 129.3, 131.0, 131.3, 136.0, 136.8, 138.2, 145.5, 146.0, 177.2, 177.8, 185.5.

나트륨 3,6-디설포나프틸티오우레아로 말단기화된 상응하는 PAMAM 2.0 덴드리머를 유사하게 제조하였다.

B.PAMAM 4.0(EDA)BRI6046

나트륨 3,6-디설포나프틸이소티오시아네이트 고체(220 mg, 0.57 mmol)를 PAMAM 4.0(EDA)(74 mg, 0.01 mm
ol)과 물(4 ml)의 용액에 첨가하여 얻은 용액을 질소하에 53℃에서 2시간 동안 가열한 후, 냉각하였다. 상기 용액을 
농축하여 얻은 갈색 고체 잔류물을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제하였다. 순수한 분류물을 혼합하고 농축
시켜서, 32개의 나트륨 3,6-디설포나프틸티오우레아기로 말단기화된 PAMAM 4.0을 황갈색 고체 형태(148 mg)로 
얻었다.1H nmr(D2O): δ 2.30, 2.80, 3.20, 3.54, 7.74, 7.85, 8.25.

13 C nmr (D 2O): δ36.0, 40.8, 43.1, 48.3, 
53.6, 55.9, 128.5, 129.4, 131.0, 131.3, 136.0, 136.8, 138.3, 145.5, 146.0, 178.2, 185.6.

C.BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 BRI2999
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질소하에서 트리플루오로아세트산(2 ml)을 BHAlyslys 2 lys4 lys8DBL16 (73 mg, 0.01 mmol)의 무수 디클로로메탄
(2 ml) 현탁 용액에 첨가하였다. 개스가 잠시 동안 격렬하게 발생한 후의 용액을 실온에서 2시간 동안 교반한 후, 농축
하였다. 이 잔류 시럽을 물(5 ml)에 녹여서 앰버라이트 IRA-401(OH) 칼럼을 통과시키고, 그 여과액을 농축시켜 BH
Alyslys 2 lys4 lys8 lys16 을 점성의 오일 형태로 얻었다. 상기 오일을 물(5 ml)에 다시 녹이고, N,N-디메틸-N-알릴
아민 완충 용액(pH 9.5, 3 ml)을 첨가하였다. 나트륨 3,6-디설포나프틸이소티오시아네이트 고체(234 mg, 0.60 mm
ol)를 첨가하여 얻은 용액을 질소하에 53℃에서 2시간 동안 가열한 후, 냉각하였다. 상기 용액을 농축하여 얻은 갈색 
고체 잔류물을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제하였다. 순수한 분류물을 혼합하여 앰버라이트 IR 120(Na) 
칼럼을 통과시키고, 동결 건조시켜 32개의 나트륨 3,6-디설포나프틸티오우레아기로 말단기화된 BHAlyslys 2 lys4 lys

8 lys16 을 회백색의 솜털 고체 형태(119 mg)로 얻었다.
1H nmr(D2O): δ1.0∼2.0, 3.18, 3.43, 43.1, 7.22, 7.80, 

7.89, 8.25. 13 C nmr (D 2O): δ27.2, 32.4, 35.3, 43.7, 49.0, 58.5, 63.6, 128.4, 129.1, 131.4, 136.1, 136.6, 
138.6, 139.0, 145.1, 145.6, 178.4, 184.8, 186.7.

실시예 7

나트륨 4-설포나프틸티오우레아 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0BRI2997

나트륨 4-설포나프틸이소티오시아네이트 고체(180 mg, 0.5 mmol)를 PAMAM 4.0(51 mg, 0.01 mmol)과 물(5 m
l)의 용액에 첨가하여 얻은 용액을 질소하에 53℃에서 2시간 동안 가열한 후, 냉각하였다. 감압하에서 상기 현탁 용액
으로부터 물을 증류하여 얻은 회백색 고체 잔류물을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제하였다. 순수한 분류물
들을 혼합하고, 동결 건조시켜 나트륨 4-설포나프틸티오우레아 말단 PAMAM 4.0 덴드리머를 백색의 솜털 고체 형태
(60 mg)로 얻었다. 1H nmr(D2O): δ2.20, 2.60, 3.14, 3.48, 7.23, 7.47, 7.56, 7.77, 7.93(d,J="6Hz)," 8.56(d,
J="6Hz)." 13 C nmr (D 2O): δ 35.8, 40.5, 43.1, 48.4, 53.6, 55.9, 127.6, 128.6, 130.3, 131.9, 132.5, 133.5, 
134.7, 140.5, 142.7, 177.8, 178.0, 185.4.

실시예 8

나트륨 3,5-디설포페닐티오우레아 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0BRI6039

나트륨 3,5-디설포페닐이소티오시아네이트 고체(110 mg, 0.32 mmol)를 PAMAM 4.0(63 mg, 0.012 mmol)과 물
(3 ml)의 용액에 첨가하여 얻은 용액을 질소하에 53℃에서 2시간 동안 가열한 후, 냉각하였다. 상기 용액을 농축시켜 
얻은 갈색 고체 잔류물을 겔 여과법(Sephadex G25, 물)으로 정제하였다. 순수한 분류물들을 혼합하고 농축시켜서, 2
4개의 나트륨 3,5-디설포페닐티오우레아기로 말단기화된 PAMAM 4.0을 회백색의 고체 형태(110 mg)로 얻었다. 1H 
nmr(D2O): δ2.53, 3.08, 3.36, 3.66, 7.90, 7.95.

13 C nmr (D 2O): δ34.8, 41.0, 43.1, 48.0, 53.7, 56.2, 124.
1, 128.6, 143.5, 148.8, 177.6, 185.0.

실시예 9

나트륨 3,6,8-트리설포나프틸티오우레아 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0BRI2998
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나트륨 3,6,8-트리설포나프틸이소티오시아네이트 고체(250 mg, 0.5 mmol)를 PAMAM 4.0(51 mg, 0.01 mmol), 
N,N-디메틸-N-알릴아민 완충 용액(pH 9.5, 1 ml) 및 물(2 ml)의 용액에 첨가하여 얻은 혼합물을 질소하에 53℃에
서 2시간 동안 가열한 후, 냉각하였다. 감압하에서 상기 혼합물을 농축시켜 오렌지색 고체를 얻었다. 이 잔류 고체를 물
(2 ml)에 녹여서 앰버라이트 IR-120(Na) 단칼럼을 통과시켰다. 그 여과액을 농축시켜 얻은 잔류물을 겔 여과법(Se
phadex LH20, 물)으로 정제하였다. 순수한 분류물들을 혼합하고, 동결 건조시켜 나트륨 3,6,8-트리설포나프틸티오우
레아 말단 PAMAM 4.0 덴드리머를 회백색 고체 형태(102 mg)로 얻었다. 1H nmr(D2O): δ2.65, 3.02, 3.30, 3.66, 
8.05, 8.42, 8.59, 8.67. 13 C nmr (D 2O): δ33.2, 38.7, 43.2, 43.7, 47.8, 54.0, 54.3, 56.7, 131.0, 131.3, 131.
9, 135.9, 138.0, 139.6, 143.8, 144.1, 145.6, 176.2, 176.5, 186.0.

상응하는 나트륨 3,6,8-트리설포나프틸티오우레아 말단 덴드리머 BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 BRI7011을 유사하게 
제조하였다.

실시예 10

나트륨 4-(설포메틸)벤즈아미드 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0BRI6040

4-니트로페닐 4-(클로로메틸)벤조에이트 고체(200 mg, 0.68 mmol)를 PAMAM 4.0(70 mg, 0.014 mmol)의 무수 
DMSO(4 ml)의 교반 용액에 첨가하여 얻은 황색 용액을 실온에서 2시간 동안 교반하였다. 상기 용액을 농축(10 -4 m
mHg, 40 ℃)시켜 얻은 잔류물을 물과 디클로로메탄의 혼합물(1:1)로 추출하였다. 잔류하는 고체 물질을 DMSO(5 m
l)에 녹인 후, 아황산나트륨(130 mg, 1 mmol)과 물(3 ml) 용액을 첨가하였다. 이렇게 얻은 약간 희뿌연 혼합물을 4
일 동안 방치한 후, 물(2 ml)을 첨가하면 맑고 균일한 황색 용액이 형성되었다. 상기 용액을 먼저 25 mmHg에 40℃에
서 농축한 뒤, 10-4 mmHg에 50℃에서 농축하여 미정제 생성물을 얻었다. 이 미정제 생성물을 겔 여과법(Sephadex 
G25, 물)으로 정제하여 24개의 나트륨 4-(설포메틸)벤즈아미드기로 말단기화된 PAMAM 4.0(24 mg)을 얻었다. 1H 
nmr(D2O): δ 2.25, 2.66, 3.08, 3.20, 3.33, 3.38, 4.01, 7.40(br d), 7.62(br d).

13 C nmr (D 2O): δ 36.7, 40.
9, 43.0, 43.6, 53.5, 55.5, 61.0, 131.6, 135.0, 137.2, 140.4, 174.5, 178.6, 179.2.

실시예 11

4-설포벤즈아미드 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0(EDA)BRI6116

칼륨 N-히드록시숙신이미딜 4-설포벤조에이트 고체(100 mg, 0.3 mmol)를 PAMAM 4.0(EDA)(35 mg, 0.005 m
mol)과 0.1 M pH 8.5 붕산염 완충 용액(5 ml)의 혼합 용액에 첨가하여 얻은 용액을 실온에서 2시간 동안 교반하였다. 
상기 우유빛 용액의 pH는 이 단계에서 4.5이었다. 1M 탄산나트륨 용액(1 ml)을 첨가하여 얻은 맑은 용액을 농축시켜
서 미정제 생성물을 백색 고체 형태로 얻었다. 이 미정제 생성물을 겔 여과법(Sephadex G25, 물)으로 정제하여 32개
의 나트륨 4-설포벤즈아미드기로 말단기화된 PAMAM 4.0(EDA)(47 mg)를 얻었다. 1H nmr(D2O): δ 2.25, 2.42, 
2.63, 3.05, 3.18, 3.31, 3.38, 7.72(d,J="8Hz)," 7.78(d,J="8Hz)." 13 C nmr (D 2O): δ36.0, 40.4, 43.0, 43.7, 
53.7, 55.8, 130.2, 132.2, 140.4, 150.1, 173.6, 178.0, 178.5.

실시예 12

나트륨 N-(4-설포페닐)프로판아미드 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0 (EDA)BRI6117
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나트륨 N-(4-설포페닐)아크릴아미드 고체(250 ㎎, 1 mmol) 및 탄산나트륨 고 체를 물(4 ㎖) 중의 PAMAM 4.0 (
EDA)(78 ㎎, 0.011 mmol) 교반 용액에 연속적으로 첨가하였다. 이렇게 얻은 용액을 질소하에서 4 일간 교반한 후, 
동결 건조시켜서 백색의 솜털 고체를 얻었다. 이 미정제 생성물을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제하여 64개
의 나트륨 N-(4-설포페닐)프로판아미드 기들로 말단기화된 PAMAM 4.0 (EDA)(206 ㎎)를 얻었다. 13 C nmr을 통
해 모노알킬화된 말단 아미노기로 여겨지는 것의 흔적을 발견하였다.1H nmr(D2O): δ 2.10, 2.48, 2.58, 2.79, 3.2
0, 7.42(d,J="7Hz)," 7.65(d,J="7Hz)." 13 C nmr (D 2O): δ36.5, 37.9, 41.1, 53.4, 55.6, 124.8, 130.9, 143.0, 
144.2, 177.4, 178.5.

실시예 13

나트륨 4-설포페닐우레아 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0 (EDA)BRI6115

무수 DMSO(3 ㎖) 중의 설파닐산나트륨(195 ㎎, 1 mmol) 용액을 무수 DMSO(4 ㎖) 중의 N,N'-디숙신이미딜카보
네이트(530 ㎎, 2 mmol) 용액에 적가하여 얻은 갈색 용액을 실온에서 20 시간동안 교반하였다. 무수 DMSO(1 ㎖) 
중의 PAMAM 4.0 (EDA)(75 ㎎, 0.011 mmol) 용액을 첨가하여 얻은 용액을 18 시간 더 교반하였다. 그 후, 용액을 
고진공(10-5 mmHg, 35。)하에서 농축시켜서 황색 반고체를 얻었다. 미정제 생성물을 DMSO(4 ㎖) 중에 녹이고, 그 
용액을 충분히 교반한 에틸아세테이트 200 ㎖에 가했다. 침전된 백색 고체를 여과로 수거하고 에틸아세테이트(2회) 및 
에테르(2회)로 세척한 후, 건조시켜 백색 분말(275 ㎎)을 얻었다. 이 물질을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 더 
정제하여 32개의 나트륨 4-설포페닐우레아 기들로 말단기화된 PAMAM 4.0 (EDA)(106 ㎎)를 얻었다. 1H nmr(D2
O): δ2.31, 2.55, 2.75, 3.19, 7.32(d,J="9Hz)," 7.63(d,J="9Hz)." 13 C nmr (D 2O): δ36.3, 40.7, 43.3, 43.8, 
53.7, 55.7, 123.3, 130.9, 140.9, 146.0, 161.4, 178.2, 178.6.

실시예 14

염화 N,N,N-트리메틸글리신아미드 말단 덴드리머의 제조 방법

BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 BRI2922

트리플루오로아세트산(4 ㎖)을 무수 디클로로메탄(2 ㎖) 중의 BHAlyslys 2 lys4 lys8DBL16 (220 ㎎, 30 μmol)의 현
탁액에 첨가하여 얻은 용액을 질소하에 실온에서 2 시간동안 교반한 후, 농축하였다. 상기 잔류물을 무수 DMSO(5 ㎖)
에 녹이고, 트리에틸아민으로 pH를 8.5로 조절하였다. 이후, 염화 4-니트로페닐 N,N,N-트리메틸글리시네이트 고체
(0.50 g, 1.8 mmol)를 첨가한 혼합물을 실온에서 밤새 교반하였다. 희뿌연 용액을 농축(50 ℃/10 -5 mmHg)시키고, 
그 잔류물을 물과 디클로로메탄 사이에서 분배시켰다. 수층을 분리하여 디클로로메탄(3회), 및 에틸아세테이트로 세척
한 뒤, 농축하여 오일(1.128 g)을 얻었다. 미정제 생성물을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제하여 N,N,N-트
리메틸글리신아미드 말단 BHAlyslys2 lys4 lys8 lys16 덴드리머(116 ㎎)를 얻었다.

13 C nmr (D 2O): δ25.5, 30.5, 3
0.8, 33.4, 42.1, 56.5, 57.1, 67.5, 68.1, 166.7, 167.0, 167.1, 176.0, 176.2.

실시예 15

4-트리메틸암모늄벤즈아미드 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0BRI6043
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1,1'-카보닐디이미다졸(85 ㎎, 0.52 mmol)을 무수 DMF(4 ㎖) 중의 요오드화 4-트리메틸암모늄벤조산 용액(154 
㎎, 0.5 mmol)의 용액에 첨가하여 얻은 혼합물을 아르곤하에 실온에서 2 시간동안 교반하였다. 이 기간 중, 백색 고체
가 용액으로부터 분리되었다. 무수 DMF(2 ㎖) 중의 PAMAM 4.0(58 ㎎, 0.011 mmol) 용액을 첨가하여 얻은 혼합물
을 실온에서 밤새 교반하였다. 이후, 대부분의 침전물이 용해되었고, 이 용액에 대한 닌히드린 테스트는 음성 반응이었
다. 혼합물을 농축(10-4 mmHg/30℃)시켜서 백색 고체 잔류물을 얻었다. 미정제 생성물을 겔 여과법(Sephadex LH
20, 10% AcOH)으로 정제하여 24개의 4-트리메틸암모늄벤즈아미드 기로 말단기화된 PAMAM 4.0(89 ㎎)을 아세트
산 염 형태로 얻었다.1H nmr(D2O): δ 1.96, 2.65-2.85, 3.25-3.55, 3.64, 7.92.

13 C nmr (D 2O): δ25.8, 33.1, 
33.5, 38.7, 43.1, 43.5, 53.5, 54.1, 56.4, 61.2, 124.8, 133.6, 139.9, 153.2, 173.2, 176.3, 176.8, 182.6.

6개의 4-트리메틸암모늄벤즈아미드 기로 말단기화된 상응하는 PAMAM 2.0 덴드리머를 유사하게 제조하였다.

실시예 16

4-(트리메틸암모늄메틸)벤즈아미드 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0BRI6044

4-니트로페닐 4-(클로로메틸)벤조에이트 고체(150 ㎎, 0.5 mmol)를 무수 DMSO(3 ㎖) 중의 PAMAM 4.0 교반 용
액(52 ㎎, 0.01 mmol)에 첨가하였다. 이렇게 얻은 황색 용액을 실온에서 20 시간동안 교반하였고, 이때 닌히드린 테
스트는 음성 반응이었다(pH 약 8.5). 그 후, 용액을 농축(10 -5 mmHg/40℃)시킨 잔류물을 물과 디클로로메탄의 혼합
물(1:1)과 진탕시켰다. 불용성 겔형 물질을 여과로 수거하여, 물(2회) 및 디클로로메탄(2회)으로 세척한 후, 송풍 건
조시켰다. 미정제 4-(클로로메틸)벤즈아미드 말단 덴드리머를 25% 수성 트리메틸아민(20 ㎖)에 녹이고, 황색 용액을 
밤새 방치하였다. 그 후, 용액을 농축시키고, 잔류물을 물(5 ㎖)에 녹이고, 용액을 앰버라이트 IRA-401(OH) 칼럼에 
통과시켰다. 무색 여과액을 농축시켜서 점성 오일을 얻었으며, 이를 겔 여과법(Sephadex G10, 10% AcOH)으로 정제
하여 24개의 4-(트리메틸암모늄메틸)벤즈아미드 기로 말단기화된 PAMAM 4.0(90 ㎎)을 얻었다. 1H nmr(D2O): δ 
1.88, 2.65-2.80, 2.98, 3.10-3.60, 7.52(br d,J="9Hz)," 7.72(br d,J="9Hz)." 13 C nmr (D 2O): δ26.6, 33.4, 
38.8, 43.2, 43.5, 53.6, 53.6, 54.1, 56.8, 62.8, 73.0, 132.1, 135.3, 137.5, 140.0, 176.4, 176.9, 183.6.

실시예 17

N-(2-아세톡시에틸)-N,N-(디메틸암모늄)메틸카르복사미드 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0

1,1'-카보닐디이미다졸 고체(85 ㎎, 0.52 mmol)를 무수 DMF(3 ㎖) 중의 브롬화 N-(2-아세톡시에틸)-N-(카르
복시메틸)-N,N-디메틸암모늄(135 ㎎, 0.5 mmol) 용액에 첨가하여 얻은 용액을 질소하에서 2 시간동안 교반하였다. 
DMF(2 ㎖) 중의 PAMAM 4.0(60 ㎎, 0.012 mmol) 용액을 가하면, 즉시 응집성 침전물이 형성되었으며, 이는 서서
히 재용해되었다. 혼합물을 2 일간 교반한 후, 농축(10 -4 mmHg/40℃)시켜서, 점성 오일을 얻었다. 미정제 생성물을 
겔 여과법(Sephadex G10, 10% AcOH)으로 정제하여 24개의 N-(2-아세톡시에틸)-N,N-(디메틸암모늄)메틸카르
복사미드 기로 말단기화된 PAMAM 4.0(64 ㎎)을 얻었다. 1H nmr(D2O): δ 1.93, 2.05, 2.70, 3.10-3.60, 3.28, 
3.93(m), 4.14, 4.48(m). 13 C nmr (D 2O): δ24.6, 26.2, 33.2, 38.7, 42.8, 42.9, 53.9, 57.4, 62.6, 67.3, 67.5, 
168.9, 176.4, 176.8, 177.3, 183.2.

실시예 18

구아니디노 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0BRI6042
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PAMAM 4.0(63 ㎎, 0.012 mmol)과, 물(5 ㎖) 중의 황산메틸티오슈도우레아(170 ㎎, 0.61 mmol)(pH 10.5) 용액
을 질소하에 80℃에서 2 시간동안 가열하였다. 그 후, 용액을 농축시키고 잔류물을 겔 여과법(Sephadex G10, 10% 
AcOH)으로 정제하여 24개의 구아니디노 기로 말단기화된 PAMAM 4.0(107 ㎎)을 아세트산 염 형태로 얻었다. 1H n
mr(D2O): δ2.00, 2.80(br t), 3.09(br t), 3.32, 3.45(br t), 3.60(br t).

13 C nmr (D 2O): δ25.2, 33.2, 33.4, 
38.7, 41.2, 42.6, 43.4, 44.7, 53.5, 54.0, 56.3, 176.5, 176.7, 176.9, 181.6.

6개의 구아니디노 기로 말단기화된 상응하는 PAMAM 2.0 덴드리머를 유사한 방법으로 제조하였다.

실시예 19

4-([1,4,8,11-테트라아자시클로테트라데칸]메틸)벤즈아미드 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0BRI6041

1-(4-카르복시페닐)메틸-1,4,8,11-테트라아자시클로테트라데칸 테트라 염산염(120 ㎎, 0.25 mmol), N-히드록
시숙신이미드(60 ㎎, 0.52 mmol), 1-(3-디메틸아미노프로필)-3-에틸카르보디이미드 염산염(250 ㎎, 1.3 mmol) 
및 pH 7의 인산염 완충액(10 ㎖)의 용액을 실온에서 1 시간동안 방치한 후, pH 7의 인산염 완충액(10 ㎖) 중의 PAM
AM 4.0 용액(32 ㎎, 0.006 mmol)을 첨가하였다. 혼합물을 이틀간 방치시킨 후, 농축시켰다. 잔류물을 겔 여과법(S
ephadex LH20, 10% AcOH)으로 정제하여 약 12개의 4-([1,4,8,11-테트라아자시클로테트라데칸]메틸)벤즈아미
드 기로 말단기화된 PAMAM 4.0(80 ㎎)을 얻었으며, 이를 1H 및13 C nmr로 확인하였다. 그 후, 생성물을 물에 녹이고, 
앰버라이트 IRA-401(Cl) 수지 칼럼에 통과시킨 후, 농축시켰다. 잔류물을 물(1 ㎖)에 녹이고, 농축 HCl(1 ㎖)을 첨
가한 후, 그 용액을 에탄올(30 ㎖)로 희석하여 백색 고체를 침전시켰다. 그 고체를 여과로 수거하였다 (68 ㎎). 다시 
한번1H 및13 C nmr로 말단 아미노기가 약 50% 정도 작용기화되었음을 확인하였다. 1H nmr(D2O): δ2.17, 2.36, 2.
50, 2.78, 2.85, 3.25, 3.40, 3.50, 3.60, 3.62, 4.49, 7.63(br d), 7.78(br d). 13 C nmr(D2O): δ22.7, 23.1, 33.
2, 38.8, 39.9, 40.2, 40.3, 41.0, 41.2, 42.0, 42.9, 43.2, 43.6, 45.5, 46.1, 49.1, 52.2, 53.9, 54.3, 56.6, 62.7, 
132.5, 135.7, 137.1, 139.7, 174.3, 176.2, 176.2, 176.3, 176.7, 177.0, 178.2, 178.5.

실시예 20

4-카르복시-3-히드록시벤질아민 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0(EDA)BRI6119

나트륨 시아노보로하이드라이드(32 ㎎, 0.5 mmol)를 PAMAM 4.0(EDA)(69 ㎎, 0.01 mmol), 4-포르밀-2-히드
록시벤조산(83 ㎎, 0.5 mmol), 탄산수소나트륨(42 ㎎, 0.5 mmol) 및 물(4 ㎖)의 혼합물에 첨가하였다. 불균질한 오
렌지색 혼합물을 실온에서 4 시간동안 교반하였으며, 그 동안 균질하게 되었다. 오렌지색 용액을 농축시켜 얻은 잔류물
을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제하여 약 32개의 4-카르복시-3-히드록시벤질아민기로 말단기화된 PA
MAM 4.0(EDA)(91 ㎎)을 얻었다. 이를 1H 및13 C nmr(D2O)를 통해 말단 아미노기는 일부가 디알킬화되었을 뿐 대
부분이 모노알킬화되었음을 확인하였으며, 양 스펙트럼 모두 넓은 피크였다.13 C nmr(D2O): δ37.0, 41.1, 50.9, 53.
4, 55.5, 55.8, 61.5, 120.9, 122.2, 122.4, 132.3, 132.7, 135.0, 135.8, 163.5, 163.7, 169.9, 178.6, 179.3. 1

H nmr (D 2O): δ2.20, 2.35, 2.60, 3.15, 3.30, 3.55, 4.25, 6.68, 7.12, 7.55.

실시예 21

4-카르복시페닐아미드 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0(EDA)
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4-카르복시페닐이소티오시아네이트 고체(86 ㎎, 0.48 mmol)를 물(20 ㎖) 중의 PAMAM 4.0(EDA)(69 ㎎, 0.01 
mmol) 용액에 첨가하였다. 이렇게 얻은 희뿌연 용액을 포화 NaHCO 3용액으로 pH 9로 조절하고 실온에서 24 시간동
안 교반시켰다. 그후, 반응 혼합물을 여과하고, 그 여과액을 농축시켜 백색 고체 잔류물을 얻었다. 이것을 겔 여과법(S
ephadex LH20, 물)으로 정제한 후 동결 건조시켜 생성물을 백색의 솜털 고체 형태(68 ㎎)로 얻었다.

실시예 22

3,5-디카르복시페닐아미드 말단 덴드리머의 제조

PAMAM 4.0(EDA)

고체 상태의 3,5-디카르복시페닐이소티오시아네이트(112 ㎎, 0.5 mmol)를 물(5 ㎖) 중의 PAMAM 4.0(EDA)(70 
㎎, 0.01 mmol) 용액에 첨가하였다. 이렇게 얻은 희뿌연 용액을 1M Na 2CO3용액으로 pH 10으로 조절하고 질소하에 
53℃에서 2 시간동안 가열하였다. 그 후, 반응 혼합물을 여과하고, 그 여과액을 농축시켜 갈색 고체 잔류물을 얻었다. 
이것을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제한 후 동결 건조시켜 생성물을 연갈색의 고체 형태(112 ㎎)로 얻었
다.

실시예 23

나트륨 4--포스포노옥시페닐티오우레아 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0(EDA)

나트륨 4-포스포노옥시페닐이소티오시아네이트 고체(251 ㎎)를 물(2 ㎖) 중의 PAMAM 4.0(EDA)(69 ㎎, 0.01 m
mol) 용액에 첨가하였다. 이렇게 얻은 용액(pH 9)을 질소하에 실온에서 24 시간동안 교반하였다. 그 후, 반응 혼합물
을 농축시켜서 백색 고체 잔류물을 얻었으며, 이것을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제한 후 동결 건조시켜 생
성물을 백색의 솜털 고체 형태(86 ㎎)로 얻었다.

실시예 24

나트륨 4-(포스포노메틸)페닐티오우레아 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0(EDA)

나트륨 4-(포스포노메틸)페닐이소티오시아네이트 고체(97 ㎎)를 물(30 ㎖) 중의 PAMAM 4.0(EDA)(69 ㎎, 0.01 
mmol) 용액에 첨가하였다. 이렇게 얻은 용액을 질소하에 실온에서 3 일간 교반하고, 포화 NaHCO 3용액을 주기적으로 
첨가하여 pH를 8로 유지하였다. 그 후, 반응 혼합물을 농축시켜 백색 고체 잔류물을 얻었으며, 이것을 겔 여과법(Sep
hadex LH20, 물)으로 정제한 후 동결 건조시켜 생성물을 백색의 솜털 고체 형태(102 ㎎)로 얻었다.

실시예 25

나트륨 에틸4--(포스포노메틸)페닐티오우레아 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0(EDA)

나트륨 에틸 4-(포스포노메틸)페닐이소티오시아네이트 고체(109 ㎎)를 DMF(30 ㎖) 중의 PAMAM 4.0(EDA)(69 
㎎, 0.01 mmol) 용액에 첨가하였다. 이렇게 얻은 용액을 질소하에 실온에서 17 시간동안 교반하고, 포화 NaHCO 3용
액을 주기적으로 첨가하여 pH를 8로 유지하였다. 그 후, 반응 혼합물을 농축시켜 백색 고체 잔류물을 얻었으며, 이것을 
겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제한 후 동결 건조시켜 생성물을 백색의 솜털 고체 형태(30 ㎎)로 얻었다.
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실시예 26

Cnn-알킬 결합된 2-티오시알로사이드 말단 덴드리머의 제조 방법

메틸 [(8-옥탄산 N-히드록시숙신이미드 에스테르) 5-아세트아미도-4,7,8,9-테트라-O-아세틸-3,5-디데옥시-
2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노시드]오네이트를 다음 방법으로 제조하였다.

    
무수 디메틸포름아미드(1 ㎖) 중의 메틸 5-아세트아미도-4,7,8,9-테트라-O-아세틸-2-S-아세틸-3,5-디데옥시
-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노소네이트(Hasegawa 등, 1986)(100 ㎎) 용액에 8-브로모
옥탄산(41 ㎎) 및 디에틸아민(280 ㎎)을 첨가하여 얻은 용액을 17 시간동안 20℃에서 교반하였다. 용매를 진공하에
서 제거하고 잔류물을 에틸아세테이트와 빙냉 5% 염산 사이에 분배시켰다. 유기 층을 물로 세척하고, 황산나트륨 상에
서 건조시킨 뒤, 증발시켜서 잔류물(130 ㎎)을 얻었다. 이것을 에틸아세테이트(5 ㎖)에 녹이고, N-히드록시숙신이미
드(26 ㎎) 및 디시클로헥실카르보디이미드(46 ㎎)를 첨가하였다. 혼합물을 20℃에서 17 시간동안 교반한 후, 백색 침
전물을 여과하였다. 여과액을 농축시키고 에틸아세테이트로 용리하는 실리카겔 상의 플래쉬 크로마토그래피법으로 정
제하였다. 생성물을 함유하는 분류물을 혼합하고, 증발시켜서 백색의 거품 형태(97 ㎎, 71%)를 얻었다.
    

유사한 방법으로 다음 화합물들을 제조하였다.

메틸[(11-운데칸산 N-히드록시숙신이미드 에스테르) 5-아세트아미도-4,7,8,9-테트라-O-아세틸-3,5-디데옥시
-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노시드]오네이트.

메틸[(아세트산 N-히드록시숙신이미드 에스테르) 5-아세트아미도-4,7,8,9-테트라-O-아세틸-3,5-디데옥시-2
-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노시드]오네이트.

메틸[(4-부탄산 N-히드록시숙신이미드 에스테르) 5-아세트아미도-4,7,8,9-테트라-O-아세틸-3,5-디데옥시-
2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노시드]오네이트.

메틸[(4-메틸벤조산 N-히드록시숙신이미드 에스테르) 5-아세트아미도-4,7,8,9-테트라-O-아세틸-3,5-디데옥
시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노시드]오네이트.

APAMAM [EDA] 4.0 [(8-옥탄아미도)-5-아세트아미도-3,5-디데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-
2-노눌로피라노시도산]32 BRI 6112

비활성 분위기하에서 무수 디메틸설폭시드(4 ㎖) 중의 PAMAM [EDA] 4.0(50 ㎎) 용액에 메틸 [(8-옥탄산 N-히
드록시숙신이미드 에스테르) 5-아세트아미도-4,7,8,9-테트라-O-아세틸-3,5-디데옥시-2-티오-D-글리세로-
α-D-갈락토-2-노눌로피라노시드]오네이트(300 ㎎)를 첨가하여 얻은 용액을 20℃에서 60 시간동안 교반하였다. 
용매를 진공하에서 제거하고 잔류물을 메탄올(2 ㎖)에 용해하였다. 이 용액을 메탄올로 용리하는 Sephadex LH20상
의 크기 배제 크로마토그래피로 처리하였다. 용매를 증발시켜서 생성물인 PAMAM [EDA] 4.0 [메틸 [(8-옥탄아미도) 
5-아세트아미도-4,7,8,9-테트라-O-아세틸-3,5-디데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라
노시드]오네이트]32 를 백색 분말 형태(182 ㎎, 93%)로 얻었다.

이것을 다음 방법으로 자유 시알로사이드로 전환시켰다.
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아르곤 하에 20℃에서 무수 메탄올(3 ㎖) 중의 PAMAM [EDA] 4.0 메틸 [(8-옥탄아미도) 5-아세트아미도-4,7,8,
9-테트라-O-아세틸-3,5-디데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노시드]오네이트]32 (1
82 ㎎) 용액에, 새로이 제조한 0.19 M의 메탄올(7 ㎖)내 메톡시화트륨 용액을 첨가하고, 그 혼합물을 2.5 시간동안 
교반하였다. 용매를 증발시키고, 잔류물을 물(10 ㎖)에 녹인 후, 3 시간동안 교반하였다. 이 용액을 물로 용리하는 Se
phadex LH20상의 크기 배제 크로마토그래피로 처리하였다. 동결 건조시, 생성물인 PAMAM [EDA] 4.0 [(8-옥탄아
미도)-5-아세트아미도-3,5-디데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노시도산]을 연레몬색 
분말 형태(110 ㎎, 77%)로 얻었다.

유사한 방법으로 다음 화합물들을 제조하였다.

PAMAM [EDA] 4.0 [(11-운데칸아미도)-5-아세트아미도-3,5-디데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토
-2-노눌로피라노시도산]32 BRI 6147

PAMAM [EDA] 4.0 [(아세트아미도)-5-아세트아미도-3,5-디데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-
노눌로피라노시도산]32 BRI 6121

PAMAM [EDA] 4.0 [(4-메틸벤즈아미도)-5-아세트아미도-3,5-디데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토
-2-노눌로피라노시도산]32 BRI 6120

BBHA lyslys 2 lys4 lys8 lys16 [(8-옥탄아미도)-5-아세트아미도-3,5-디데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈
락토-2-노눌로피라노시도산]32 BRI 6169

트리플루오로아세트산(2 ㎖) 및 디클로로메탄(2 ㎖) 혼합물 중의 BHA lyslys 2 lys4 lys8 lys16 (t-Boc)32 (20.3 ㎎) 
용액을 20℃에서 2 시간동안 교반한 후 진공하에서 용매를 제거하였다. 잔류물을 무수 디메틸설폭시드(1 ㎖) 및 디이
소프로필에틸아민(25 ㎎)에 녹이고, 메틸 [(8-옥탄산 N-히드록시숙신이미드 에스테르) 5-아세트아미도-4,7,8,9-
테트라-O-아세틸-3,5-디데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노시드]오네이트](78 ㎎)를 
첨가하였다. 상기 혼합물을 아르곤하에 20℃에서 60 시간동안 교반한 후, 용매를 진공하에서 제거하였다. 잔류물을 새
로이 제조한 0.1M의 메탄올(2.5 ㎖)내 메톡시화트륨 용액에 녹이고, 그 혼합물을 아르곤 하에 20℃에서 3 시간동안 
교반하였다. 용매를 증발시켜 얻은 잔류물을 물(1 ㎖)에 용해한 후, 17 시간동안 교반하였다. 이 용액을 물로 용리하는 
Sephadex LH20상의 크기 배제 크로마토그래피로 처리하였다. 동결 건조 후, 생성물인 BHA lyslys 2 lys4 lys8 lys16
[(8-옥탄아미도)-5-아세트아미도-3,5-디데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노시도산
]32 을백색 분말 형태(44 ㎎, 86%)로 얻었다.

실시예 27

시알산의 4-위치에 변형된 수지형 시알로사이드의 제조 방법

다음 방법으로 메틸 4-아지도-5-아세트아미도-7,8,9-트리-O-아세틸-2-S-아세틸-3,4,5-트리데옥시-2-티
오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노소네이트를 제조하였다. 무수 디클로로메탄(150 ㎖) 중의 메틸 4-
아지도-5-아세트아미도-7,8,9-트리-O-아세틸-2-클로로-3,4,5-트리데옥시-D-글리세로-β-D-갈락토-2-
노눌로피라노소네이트(Sabesan, 1994)(5 g) 용액에 미세 분반형 티올아세트산칼륨(5.8 g)을 첨가하여 얻은 현탁액
을 20℃에서 격렬하게 48 시간동안 교반하였다. 혼합물을 여과하고 증발시켜서 연갈색 거품 형태(5.2 g)를 얻었다. 필
요한 생성물을 정제 역상 HPLC[C18 , 30% 아세토니트릴/물]에 의해 백색 거품 형태(3.9 g, 72%)로 분리하였다.

메틸 [(8-옥탄산 N-히드록시숙신이미드 에스테르) 4-아지도-5-아세트아미도-7,8,9-트리-O-아세틸-3,4,5-트
리데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노시드]오네이트를 다음 방법으로 제조하였다.
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무수 디메틸포름아미드(3.5 ㎖) 중의 메틸 4-아지도-5-아세트아미도-7,8,9-트리-O-아세틸-2-S-아세틸-3,4,
5-트리데옥시-2-티오-D-글리세로-β-D-갈락토-2-노눌로피라노소네이트(300 ㎎) 용액에 8-브로모옥탄산(1
55 ㎎) 및 디에틸아민(1.26 ㎖)을 첨가하여 얻은 용액을 20℃에서 17 시간동안 교반하였다. 용매를 진공하에서 제거
하고 얻은 잔류물을 에틸아세테이트와 빙냉 10% 염산 사이에 분배시켰다. 유기층을 물로 세척하고, 황산나트륨 상에서 
건조시킨 뒤, 증발시켜서 황색 거품 형태(385 ㎎)를 얻었다. 이것을 에틸아세테이트(20 ㎖)에 녹이고, N-히드록시숙
신이미드(95 ㎎) 및 디시클로헥실카르보디이미드(175 ㎎)를 첨가하였다. 상기 혼합물을 20℃에서 17 시간동안 교반
한 후, 백색 침전물을 여과 분리하였다. 여과액을 농축시키고 정제 역상 HPLC[C 18 , 30% 아세토니트릴/물]로 정제하
여 백색의 거품 형태(340 ㎎, 83%)를 얻었다.

APAMAM [EDA] 4.0 [(8-옥탄아미도)-4-아지도-5-아세트아미도-3,4,5-트리데옥시-2-티오-D-글리세로-
α-D-갈락토-2-노눌로피라노시도산]32 BRI 6146

비활성 분위기하에서 무수 디메틸설폭시드(5 ㎖) 중의 PAMAM [EDA] 4.0(72 ㎎) 용액에 메틸 [(8-옥탄산 N-히
드록시숙신이미드 에스테르) 4-아지도-5-아세트아미도-7,8,9-트리-O-아세틸-3,4,5-트리데옥시-2-티오-D-
글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노시드]오네이트(318 ㎎)를 첨가하여 얻은 용액을 20℃에서 60 시간동안 교
반하였다. 용매를 진공하에서 제거하고 얻은 잔류물을 메탄올(2 ㎖)에 녹였다. 이 용액을 메탄올로 용리하는 Sephade
x LH20상의 크기 배제 크로마토그래피로 처리하였다. 용매를 증발시켜서, 생성물인 PAMAM [EDA] 4.0 [메틸 [(8
-옥탄아미도) 4-아지도-5-아세트아미도-7,8,9-트리-O-아세틸-3,4,5-트리데옥시-2-티오-D-글리세로-α
-D-갈락토-2-노눌로피라노시드]오네이트]32 를 백색 거품 형태(225 ㎎, 81%)로 얻었다.

다음 방법으로 자유 시알로사이드를 얻었다.

아르곤 하에 20℃에서 무수 메탄올(1 ㎖) 중의 PAMAM [EDA] 4.0 [메틸 [(8-옥탄아미도) 4-아지도-5-아세트아
미도-7,8,9-트리-O-아세틸-3,4,5-트리데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노시드]오네
이트]32 (215 ㎎) 용액에, 새로이 제조한 1M의 메탄올(1 ㎖)내 메톡시화트륨 용액을 첨가하고, 그 혼합물을 3 시간동
안 교반하였다. 용매를 증발시키고 얻은 잔류물을 물(2 ㎖)에 녹인 후, 17 시간동안 교반하였다. 이 용액을 물로 용리
하는 Sephadex LH20상의 크기 배제 크로마토그래피로 처리하였다. 동결 건조시, 생성물인 PAMAM [EDA] 4.0 [(
8-옥탄아미도)-4-아지도-5-아세트아미도-3,4,5-트리데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로
피라노시도산]32 을 백색의 솜털 분말 형태(160 ㎎, 90%)로 얻었다.

BPAMAM [EDA] 4.0 [(8-옥탄아미도)-4-아미노-5-아세트아미도-3,4,5-트리데옥시-2-티오-D-글리세로-
α-D-갈락토-2-노눌로피라노시도산]32 BRI 6149

20℃에서 5 일간, 피리딘(40 ㎖) 및 물(20 ㎖) 혼합물 중의 PAMAM [EDA] 4.0 [(8-옥탄아미도)-4-아지도-5-
아세트아미도-3,4,5-트리데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노시도산]32 (25 ㎎) 용액에 
황화수소 증기를 서서히 통과시켰다. 그 후, 그 용액을 질소로 2 시간동안 버블링하여 과량의 황화수소를 제거하였다. 
용액을 증발 건조시키고 얻은 잔류물을 물(5 ㎖)에 녹이고, 0.45 ㎛ 멤브레인 필터를 통해 여과하여 황을 제거하였다. 
동결 건조시, 생성물인 PAMAM [EDA] 4.0 [(8-옥탄아미도)-4-아미노-5-아세트아미도-3,4,5-트리데옥시-2-
티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노시도산]32 을 백색의 솜털 분말 형태(23 ㎎, 96%)로 얻었다.

실시예 28

보론산 말단 덴드리머의 제조 방법

4-카르복시페닐보론산 N-히드록시숙신이미드 에스테르

    
무수 디메틸포름아미드(5 ㎖) 중의 4-카르복시페닐보론산(500 ㎎) 용액에 N-히드록시숙신이미드(380 ㎎) 및 디시
클로헥실카르보디이미드(680 ㎎)를 첨가하였다. 상기 혼합물을 20℃에서 64 시간동안 교반한 후, 백색 침전물을 여과 
분리하였다. 용매를 진공하에서 제거하고 얻은 잔류물을 에틸아세테이트(100 ㎖)에 녹였다. 이 용액을 물로 세척하고, 
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황산나트륨 상에서 건조시킨 뒤, 증발시켜서 백색 고체를 얻었다. 이것을 아세토니트릴/물로 결정화하여 미세한 침상 
형태(730 ㎎, 92%)를 얻었다.
    

PAMAM [EDA] 4.0 [4-벤즈아미도보론산] 32 BRI 6160

비활성 분위기하에서 무수 디메틸설폭시드(5 ㎖) 중의 PAMAM [EDA] 4.0(69 ㎎) 용액에 4-카르복시페닐보론산 
N-히드록시숙신이미드 에스테르(130 ㎎)를 첨가하여 얻은 용액을 20℃에서 65 시간동안 교반하였다. 상기 농도가 
진한 슬러리에 1M 탄산나트륨 용액(1 ㎖)을 첨가하여 얻은 투명 용액을 24 시간 더 교반하였다. 용매를 진공하에서 
제거하고, 잔류물을 10% 암모니아 용액(5 ㎖)에 녹였다. 이 용액을 10% 암모니아 용액으로 용리하는 Sephadex LH
20상의 크기 배제 크로마토그래피로 처리하였다. 용매를 증발시켜서 생성물인 PAMAM [EDA] 4.0 [4-벤즈아미도보
론산]32 (110 ㎎, 94%)을 백색의 솜털 고체 형태로 얻었다.

실시예 29

나트륨 3,6-디설포나프틸티오우레아 말단 덴드리머의 제조 방법

BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 lys32

트리플루오로아세트산(2 ㎖)을 무수 디클로로메탄(2 ㎖) 중의 BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 DBL32 (147 ㎎)의 교반 현
탁액에 첨가하여 얻은 용액을 질소하에 실온에서 2 시간동안 교반한 후 농축시켰다. 잔류물을 N,N-디메틸-N-알릴아
민 완충액(pH 9.5, 5 ㎖)에 녹인 후, 3,6-디설포나프틸 이소티오시아네이트 고체(400 ㎎)를 첨가하였다. 그 후, 혼합
물을 1M 탄산나트륨 첨가에 의해 pH 9.5로 조절하고, 그 용액을 질소하에 53℃에서 3 시간동안 가열하였다. 반응 혼
합물을 농축시켜 얻은 잔류물을 물에 재용해한 뒤, 용액을 앰버라이트 IR 120(Na) 칼럼에 통과시켰다. 여과액을 농축
시켜서 미정제 생성물을 얻었다. 이것을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제하여 64개의 나트륨 3,6-디설포나
프틸우레아기를 갖는 BHAlyslys2 lys4 lys8 lys16 lys32 (175 ㎎)를 백색의 솜털 고체 형태로 얻었다.

실시예 30

나트륨 3,5-디설포페닐티오우레아 말단 덴드리머의 제조 방법

BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 lys32

트리플루오로아세트산(3 ㎖)을 무수 디클로로메탄(3 ㎖) 중의 BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 DBL32 (300 ㎎, 0.02 mm
ol)의 교반 현탁액에 첨가하여 얻은 용액을 질소하에 실온에서 2 시간동안 교반한 후 농축시켰다. 잔류물을 물에 용해
한 후, 이 용액을 앰버라이트 IRA 401(OH) 칼럼에 통과시켰다. 여과액을 농축시켜서 점성 오일(187 ㎎)을 얻었다. 
이 오일을 피리딘/물의 1:1 혼합물(8 ㎖)에 녹이고, 나트륨 3,5-디설포페닐 이소티오시아네이트 고체(680 ㎎, 2 mm
ol)를 첨가하였다. 이렇게 얻은 용액을 질소하에 53℃에서 3 시간동안 가열하였다. 그 후, 용액을 농축시켜서 백색의 
고체 잔류물을 얻었다. 미정제 생성물을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제하여 64개의 나트륨 3,6-디설포페
닐우레아 기를 갖는 BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 lys32 를 백색의 솜털 고체 형태로 얻었다.

실시예 31

나트륨 3,5-디카르복시페닐티오우레아 말단 덴드리머의 제조 방법

BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 lys32 BRI 6741
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트리플루오로아세트산(3 ㎖)을 무수 디클로로메탄(3 ㎖) 중의 BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 DBL32 (300 ㎎, 0.02 mm
ol)의 교반 현탁액에 첨가하여 얻은 용액을 질소하에 실온에서 2 시간동안 교반한 후 농축시켰다. 상기 잔류물을 물에 
용해한 후, 이 용액을 앰버라이트 IRA 401(OH) 칼럼에 통과시켰다. 여과액을 농축시켜서 점성 오일(186 ㎎)을 얻었
다. 그 오일을 피리딘/물의 1:1 혼합물(8 ㎖)에 녹이고, 나트륨 3,5-디카르복시페닐 이소티오시아네이트 고체(450 ㎎, 
2 mmol)를 첨가하였다. 이렇게 얻은 용액을 질소하에 53℃에서 13 시간동안 가열하였다. 그 후, 용액을 농축시켜서 
백색 고체 잔류물을 얻었다. 미정제 생성물을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제하여 64개의 나트륨 3,6-디카
르복시페닐우레아기를 갖는 BHAlyslys2 lys4 lys8 lys16 lys32 를 백색의 솜털 고체 형태로 얻었다.

나트륨 3,5-디카르복시페닐티오우레아 말단 덴드리머 PAMAM 4.0 (EDA)BRI 6195를 유사한 방법으로 제조하였다.

실시예 32

나트륨 4-포스포노옥시페닐티오우레아 말단 덴드리머의 제조 방법

BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 lys32 BRI 6181

트리플루오로아세트산(2 ㎖)을 무수 디클로로메탄(2 ㎖) 중의 BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 DBL32 (147 ㎎, 0.01 mm
ol)의 교반 현탁액에 첨가하여 얻은 용액을 질소하에 실온에서 2 시간동안 교반한 후 농축시켜서 점성 오일을 얻었다. 
이 오일을 N,N-디메틸-N-알릴아민 완충액(pH 9.5, 5 ㎖)에 녹이고, 4-포스포노옥시페닐 이소티오시아네이트 고체
(250 ㎎)를 첨가하였다. 이렇게 얻은 용액을 1M 탄산나트륨으로 pH 10으로 조절하고, 이 혼합물을 질소하에 53℃에
서 3 시간동안 가열하였다. 그 후, 용액을 농축시켜서 백색 고체 잔류물을 얻었다. 이 잔류물을 물에 재용해하여 앰버라
이트 IR 120(Na) 칼럼에 통과시켰다. 여과액을 농축시켰다. 잔류물을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제하여 
64개의 나트륨 4-포스포노옥시페닐우레아기를 갖는 BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 lys32 (150 ㎎)를 백색의 솜털 고체 
형태로 얻었다.

실시예 33

나트륨 4-포스포노페닐티오우레아 말단 덴드리머의 제조 방법

BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 lys32

트리플루오로아세트산(2 ㎖)을 무수 디클로로메탄(2 ㎖) 중의 BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 DBL32 (147 ㎎, 0.01 mm
ol)의 교반 현탁액에 첨가하여 얻은 용액을 질소하에 실온에서 2 시간동안 교반한 후 농축시켜 점성 오일을 얻었다. 이 
오일을 N,N-디메틸-N-알릴아민 완충액(pH 9.5, 5 ㎖)에 녹이고, 4-포스포노페닐 이소티오시아네이트 고체(250 
㎎)를 첨가하였다. 이렇게 얻은 용액을 포화 중탄산나트륨 용액으로 pH 9로 조절하고, 혼합물을 질소하에 53℃에서 3 
시간동안 가열하였다. 그 후, 용액을 농축시켜서 백색 고체 잔류물을 얻었다. 이 잔류물을 물에 재용해하여 앰버라이트 
IR 120(Na) 칼럼에 통과시킨 후, 여과액을 농축시켰다. 잔류물을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제하여 64
개의 나트륨 4-포스포노페닐우레아기를 갖는 BHAlyslys 2 lys4 lys8 lys16 lys32 BRI 6196을 동결 건조 후, 백색의 솜
털 고체 형태(152 ㎎)로 얻었다.

실시예 34

나트륨 4,6-디포스포노나프틸티오우레아 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0

    
물(2 ㎖) 중의 나트륨 4,6-디포스포노나프틸 이소티오시아네이트(165 ㎎)의 용액을 물(2 ㎖) 중의 PAMAM 4.0(5
1 ㎎, 0.01 mmol) 용액에 첨가하였다. 혼합물을 포화 중탄산나트륨 용액으로 pH 9.5로 조절하고, 혼합물을 1 시간동
안 실온에서 격렬히 교반한 뒤, 질소하에 53℃에서 3 시간동안 가열하였다. 그 후, 혼합물을 여과하고 여과액을 농축시
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켜서 갈색 고체 잔류물을 얻었다. 이 미정제 생성물을 겔 여과법(Sephadex G25, 물)으로 정제하여 24개의 나트륨 4,
6-디포스포노나프틸티오우레아기로 말단기화된 PAMAM 4.0(81 ㎎)을 동결 건조 후, 갈색 고체 형태로 얻었다.
    

실시예 35

플루오레스세인티오우레아 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0 (EDA)

물(3 ㎖) 중의 PAMAM 4.0 EDA(74 ㎎, 0.01 mmol) 용액에 플루오레스세인 이소티오시아네이트 고체(188 ㎎)를 
첨가하였다. 포화 중탄산나트륨 용액을 첨가하여 pH를 9로 조절하여 얻은 균질 용액을 밤새 실온에서 교반한 뒤, 농축
시켰다. 오렌지색 잔류물을 겔 여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제하여 21개의 플루오레스세인티오우레아기로 말
단기화된 PAMAM 4.0 (EDA)(193 ㎎)를 동결 건조시킨 후, 오렌지색 솜털 고체 형태로 얻었다.

실시예 36

나트륨 (페닐-3-보론산)-티오우레아 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0 (EDA)

    
물(5 ㎖) 중의 PAMAM 4.0 (EDA)(69 ㎎, 0.01 mmol) 용액에 (페닐-3-보론산)이소티오시아네이트 고체(100 ㎎, 
0.5 mmol)를 첨가하였다. 이소티오시아네이트 용액에 1M 탄산나트륨을 첨가하였다(pH 약 10). 그 후, 혼합물을 질
소하에 53℃에서 2 시간동안 가열하고, 여과한 뒤, 여과액을 농축하여 갈색 고체 잔류물을 얻었다. 미정제 생성물을 겔 
여과법(Sephadex LH20, 물)으로 정제하여 32개의 (페닐-3-보론산)티오우레아기로 말단기화된 PAMAM 4.0 (ED
A)를 동결 건조시킨 후, 백색의 솜털 고체 형태(87 ㎎)로 얻었다.
    

실시예 37

피리디늄 도데실 카르복사미도 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 2.0 덴드리머.BRI-6807

    
PAMAM 세대 2.0 핵(0.0479 mmol, 50 ㎎)를 MeOH 중의 0.5 ㎖ 용액으로부터 증발시킨 후, 물 10 ㎖에 재용해시
켰다. 이 용액에 1-N-피리디늄 12-도데칸산 브로마이드(0.14 g, 0.384 mmol), N-히드록시벤조트리아졸 수화물
[HOBT](52 ㎎, 0.384 mmol), 트리에틸아민(53 ㎕, 0.384 mmol) 및 1-(3-디에틸아미노프로필-3-에틸) 카르보
디이미드 HCl[EDC](74 ㎎, 0.384 mmol)을 첨가하였다. 이 반응 혼합물을 밤새 실온에서 교반하였다. 감압하에서 부
피를 1/3로 줄인 후, 이 용액은 용리액으로 물을 사용하는 LH20 칼럼 상의 크로마토그래피 처리되었다. 생성물을 함유
하는 분류물을 수거하여 피리디늄 도데실카르복사미드 PAMAM 2.0 브롬화물을 동결 건조법에 의해 백색의 솜털 고체 
형태로 분리하였다.
    

1H nmr(D2O): δ1.15, 1.45, 1.9, 2.15, 2.75, 2.8, 3.15, 3.35, 3.5, 4.55, 8.05, 8.5, 8.8.

PAMAM 4.0 덴드리머BRI-6809
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PAMAM 발생 4.0 핵(0.05 mmol, 69 ㎎)를 MeOH 중의 1.0 ㎖ 용액으로부터 증발시킨 후, 물 15 ㎖에 재용해시켰다. 
이 용액에 1-N 피리디늄 12-도데칸산 브로마이드(0.143 g, 0.4 mmol), N-히드록시벤조트리아졸 수화물[HOBT]
(77 ㎎, 0.4 mmol), 트리에틸아민(56 ㎕, 0.4 mmol) 및 1-(3-디에틸아미노프로필-3-에틸) 카르보디이미드 HC
l[EDC](77 ㎎, 0.4 mmol)을 첨가하였다.

이 반응 혼합물을 밤새 실온에서 교반하였다. 감압하에서 부피를 1/3로 줄인 후, 이 용액은 용리액으로 1% 트리에틸아
민 수용액을 사용하는 LH20 칼럼 상의 크로마토그래피로 처리되었다. 생성물을 함유하는 분류물을 수거하여, 피리디늄 
도데실카르복사미드 PAMAM 4.0 브롬화물을 동결 건조법에 의해 백색의 솜털 고체 형태로 분리하였다. 소량의 생성
물을 아세트산 무수물과 반응시켜서 덴드리머 핵의 NH2말단기가 완전히 캡핑되었음을 확인하였다.

1H nmr(D2O): δ1.10, 1.45, 1.9, 2.1, 2.30, 2.5, 2.7, 3.2, 4.5, 8.00, 8.45, 8.80.

실시예 38

사카린 말단 덴드리머의 제조 방법

PAMAM 4.0 덴드리머BRI-6157

    
무수 디메틸포름아미드(25 ㎖) 중의 에틸렌디아민 핵 PAMAM 4.0 덴드리머 핵(275 ㎎, 39.8 μM)의 용액에 6-(벤
조설프이미도)이소티오시아네이트(400 ㎎, 1.67 mM)를 첨가하여 얻은 혼합물을 실온에서 24 시간동안 교반하였다. 
탄산나트륨 용액으로 pH를 10 내지 10.5로 조절함으로써 희뿌연 용액을 투명하게 만들었다. 이 용액을 24 시간 더 교
반하고, 휘발성 물질을 회전 증발기에서 제거하였다. 이 용액을 대형 Sephadex LH20 칼럼 상에서 크로마토그래피 처
리하고, 초기 분류물을 수집하였다. 나머지 분류물을 수집하여 더 작은 칼럼에서 다시 크로마토그래피하였다. 초기 분
류물을 합하여 증발시킨 후, 동결 건조시켜서 사카린 말단 덴드리머 생성물(450 ㎎, 78%)을 백색의 솜털 고체 형태로 
얻었다.
    

1H nmr(D2O): δ2.20, 2.50, 3.23, 3.46, 3.63, 7.52 7.87.

사카린 말단 BHA.Lys.Lys 2 .Lys4 .Lys8 .Lys16 .Lys32 ..덴드리머BRI-6189를 유사한 방법으로 제조하였다.

실시예 39

코브라 독(Venom) 및 벌 독 독소의 억제

A물질 및 방법

세포센서 미소생리기능측정기(microphysiometer)(미국 캘리포니아주 소재의 Molecular Deviecs Inc. 제품)는 시험
관내에서 세포의 대사 속도를 간접적으로 측정하는 데 사용될 수 있는 경량의 어드레서블 전위차 센서계 장치이다(Pa
rce 등, 1989; McConnell 등, 1992). 미소부피의 유량 챔버내에 부동화된 세포로부터 산 대사산물 생성 속도를 측정
함으로써 신진대사를 측정하였다.

    
인간 CEM 세포들을 원심분리하여 저-완충성 혈청-배제/중탄산-배제 RPMI 1640 배지(Molecular Deviecs Inc. 제
품, 이하, " 변성 배지" 로 일컬음)중에 재현탁시켰다. 세포를 세포 캡슐 컵(Molecular Deviecs)의 폴리카보네이트 멤
브레인(3 ㎛ 다공도)에 캡슐 하나당 60,000 내지 75,000 개의 세포 밀도로 파종하였다. 아가로즈 포획 배지(Molecu
lar Deviecs Inc. 제품)를 사용하여 세포들을 부동화시켰다. 파종된 캡슐 컵을 pH 변화(및 이에 따른 세포의 신진대사)
를 탐지하는 규소 센서를 함유하는 센서 챔버로 이동시켰다. 이러한 실험 세트에 사용된 세포센서 시스템은 산성화 속
도를 측정하는 8개의 별도 챔버를 포함한다. 변성 배지를 100 내지 120 ㎕/분의 속도로 세포를 가로질러 펌핑하였다. 
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각 세포 챔버에 두개의 저장기 중 어느 하나의 유체를 공급하였다.
    

산성화 속도를 측정하기 위해, 변성 배지의 흐름을 주기적으로 중단시켜서, 분비된 산 대사산물(락트산 및 CO 2 )을 축
적시켰다. 이러한 실험 세트에서, 흐름을 30 분간 정지시키고, 이 시간 동안 시간에 따른 전압 시그널 변화에 대한 최소 
제곱 적합 기울기인 산성화 속도(μV/s로 측정됨)를 계산하였다. 이 속도 데이타를 (화합물 첨가 전에 4 내지 5개의 
속도 측정 지점을 사용하여) 정규화하여 4개의 챔버로부터 얻은 시그날과 직접 비교하였다. 2분 마다 산성화 속도를 측
정하였다. 챔버를 37℃로 유지하였다.

(어떠한 처리도 하지 않고) 기준 산성화 속도를 적어도 30 분동안 모니터하였다. 이 시간 후, 독/펩타이드를 4 시간 이
하동안 다양한 농도 범위에서 세포에 노출시켰다. 세포에 대해 뚜렷한 효과를 보이나 최대 농도가 아닌 독소 농도가 다
양한 농도의BRI2923에 의한독성의 억제 테스트를 위해 선택되었다. 모든 실험에서, 1개 이상의 챔버가 임의의 화합물
에도 노출되지 않으므로 음성 대조군을 제공하였다.

BRI 2923을 물에 녹이고, 그 용액을 pH 7.2로 조절하였다. 100 μM 및 1 nM 범위의 농도를 독/배지 용액에 첨가하
고, 6 분(상기 장치 사용시 가능한 최소 항온 시간) 내지 1 시간동안 항온 처리한 후, 세포에 도입하였다. 모든 실험을 
3회 반복하였다.

B결과

코브라 독의 BRI2923 억제

삼림 코브라(Naja malenoleuca)의 미정제 독을 시험하였다. CEM 세포에 첨가한 코브라 독은 세포의 신진대사를 초기
에 증가시킨 후, 세포 괴사(세포 용해)를 야기하였다. 코브라 독은 상기 세포에 손상을 입혀서 신진대사를 약 80%까지 
초기에 증가시킨 후, 처음 10 분 이내에 100% 세포 괴사를 재빨리 일으켰다. 그 독들은 처음에는 10, 50 및 100 ㎍/
㎖로 시험하였다. 50 ㎍/㎖로부터 얻은 준최대 감응을 대부분의 실험에서 시험 투여량으로 정하였다. BRI2923의 두가
지 농도(10-4 M 및 10-5 M)를 사용하였다.

모든 항온 처리 기간(6 분, 30 분 및 60 분)에서, 50 ㎍/㎖ 독으로 항온 처리한 10 -5 M BRI2923은 초기 신진대사율 
증가를 약 80%로부터 약 5%로 감소시키고, 세포 괴사의 개시를 약 15 내지 20 분정도 지연시켰다.

50 ㎍/㎖ 독으로 항온처리한 10-4 M BRI2923은, 초기 신진대사율 증가 및 이 농도의 독에서 나타나는 후속의 빠른 세
포 괴사를 차단하였다. 100 ㎍/㎖ 독으로 항온 처리한 10 -4 M BRI2923 또한 초기 대사율 증가를 없애고, 상기 세포는 
독/덴드리머 용액을 씻어낸 후에도 세포 괴사를 진행하였다. 뱀 독은 각각 상이한 유형의 독성을 지닌 다수의 독성 성분
으로 이루어진다. 코브라 독은, 벌 독 독소인 멜리틴(melittin)과 유사한 방법으로 세포 용해를 야기하는 세포독소 펩
타이드를 함유한다.Naja malenoleuca로부터 분리된 세포 독소의 아미노산 서열은 이 독소가 매우 염기성(양이온성)이
므로, 다가 음이온 화합물(예, BRI2923)에 의해 쉽게 불활성화된다는 것을 나타낸다. 독성 감소에 대한 근거인 이러한 
정전기 불활성화는 6분의 항온 처리 기간이 30 내지 60 분의 장기 항온 기간을 사용할 때의 결과와 동일한 결과를 제
공하는 실험 결과에 의해 뒷받침된다.

멜리틴(벌 독의 주 독소)의 BRI2923 억제

멜리틴을 10-5 M 내지 10-7 M 범위 투여량의 ½log 값으로 CEM 세포에 첨가하였다. 그 두개의 최고 투여량(10 -5 M 
및 5 x 10-6 M)은 세포의 어떠한 초기 활성화 작용 없이 15 분내에 전체 세포 괴사를 일으켰다. 10 -6 M은 세포 대사
율의 일시적인 증가를 일으킨 후, 약 1 시간 후, 완전한 세포 용해를 일으켰다. 5 x 10 -7 M은 용해 곡선을 오른쪽으로 
더 이동시켰으며, 10-7 M은 영향이 없었다. 이 투여량 감응 측정을 반복하여 10-6 M 멜리틴을 BRI2923과 함께 사용
되는 준최대 농도로 선택하였다. 다양한 농도의 BRI2923를 10 -6 M 멜리틴과 함께 20분간 항온 처리하였다. 10-4 M 
및 10-5 M BRI2923은 멜리틴의 독성 효과를 완전히 억제하였다. 10 -6 M BRI2923은 약 30분간 멜리틴의 독성을 완
전히 억제하였고, 노출의 최종 30 분동안 신진대사율은 대조군 세포 보다 적은, 약 10 내지 15% 정도 떨어졌다. BRI
2923의 10-7 M, 5 x 10 -7 M 및 10-8 M 농도는 독성을 감소시켰으나 억제하지는 못했다. 10-9 M BRI2923은 10-
6M 멜리틴에 대해 어떠한 효과도 미치지 못했다.
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실시예 40

HIV(AIDS) 독소의 억제

도입부

Vpr은 인체 면역결핍 바이러스(HIV-1) 보조 유전자 생성물인 14-kDa, 96개의 아미노산 단백질이다. 유전자vpr은 
HIV-1, HIV-2에서 잘 보존되며, Vpr 유전자 생성물은 HIV 감염 및 질환 진행을 최적화한다(Cullen 검토, 1998, E
merman & Malim, 1998). 이 작용들 중, Vpr은 인간 세포 및 이스트 모두에서 세포소멸 및 세포변성 효과를 유도한
다(Stewart 등, 1997; Zhao 등, 1996; Macreadie 등, 1996).

Vpr 단백질을 분별하여, 세포소멸을 야기하는 펩타이드 서열을 분리하여 이를 Vpr P3으로 표시하였다. Vpr P3은 CD
4+T 림프구(예, CEM 세포)를 침투하는 것으로 밝혀졌으며, 세포 소멸에 의해 림프구 괴사를 야기한다. 다음 실험은 
이러한 독성 Vpr 펩타이드 분류물 P3을 사용한다(Arunagiri 등, 1997).

세포센서 미소생리기능 측정기를 사용한 방법

    
인간 CEM 세포를 1400 RPM에서 7 분간 원심분리하고, 변성 RPMI 1640 배지에서 재현탁시켰다. 그 후, 세포를 아
가로즈 포획 배지를 사용하여 부동화시키고, 캡슐 컵(미국 캘리포니아주 소재의 Molecular Deviecs Inc. 제품)의 폴
리카보네이트 멤브레인의 중앙에 스폿팅(spotting)하였다. 세포를 캡슐 컵 하나당 약 43,000 내지 75,000 개의 세포 
밀도로 파종하였다. 파종된 캡슐을 규소 센서를 함유하는 센서 챔버로 이동시키고 미소생리기능 측정기상에 위치시켰다. 
변성 배지를 120 ㎕/분의 속도로 세포를 가로질러 펌핑하였다. 각 세포 챔버에 소프트웨어 명령에 의해 교대될 수 있는 
두개의 저장기 중 어느 하나의 유체를 공급하였다. 30 내지 60 분간, 또는 안정한 대사율이 얻어질 때까지 챔버내에서 
세포를 평형화시켰다. 이 실험 세트에서, 흐름을 30 초간 정지시키고, 이 시간 동안 시간에 따른 전압 시그널 변화에 대
한 최소 제곱 적합 기울기인 산성화 속도(μV/s 단위로 측정됨)를 계산하였다. 이 속도 데이타를 (화합물 첨가 전에 4 
내지 5개의 속도 측정 지점을 사용하여) 정규화하여 4개의 챔버로부터 얻은 시그날과 직접 비교하였다. 2분 마다 산성
화 속도를 측정하였다. 챔버를 37℃로 유지하였다.
    

모든 실험에 대해, 이들 세포의 초기 내지 중기 log 상 성장에 대응하는 1.3 x 10 -5 내지 1.3 x 10 -6 세포/㎖ 농도의 
CEM 세포를 사용하였다.

세포들을 미소생리기능 측정기에 세팅하고, Vpr P3 펩타이드를 30 분 이상의 평형 기간 후, 세포 챔버를 통해 관류하
였다. Vpr P3에 사용된 농도 범위는 10 -5 M 내지 2 x 10-5 M이었다. Vpr P3은, 독성의 충분한 효과를 입증하기 위
해 2시간 이상 세포와의 접촉이 요구되었다.

    
BRI2923에 의해 Vpr 펩타이드 독성 억제를 테스트하는 실험에서, Vpr P3 펩타이드 배지 용액을 적당한 농도로 제조
하고, BRI2923을 첨가한 뒤, 용액을 혼합하고, 세포센서에 넣기 전에 20 내지 30 분간 평형화시켰다. 시간 대조군 채
널뿐만 아니라 각 억제 실험을 통해, BRI2923 억제를 테스트하는 데 사용되는 동일한 농도의 Vpr P3을 함유하는 양성 
대조군 채널 또한 동일한 기간동안 실행되었다. Vpr P3 펩타이드 용액 및 Vpr P3/BRI2923 용액을 2 시간 30 분의 최
소 기간 내지 4 시간의 최대 기간동안 세포와 접촉시켰다. 또한, 화합물을 씻어낸 후, 세포의 신진대사율을 단기간(최소 
6 분)동안 모니터하였다.
    

결과

세포센서 시스템에서, 단독으로 테스트된 Vpr P3 펩타이드는 신진대사율이 초기에 증가한 후, 감소하였으며, 이후 CE
M 세포의 세포소멸로 인한 세포괴사를 일으켰다.
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도 1에 도시한 실험에서, Vpr P3 펩타이드(10 -5 M)를 10-4 M(최종 부피)의 화합물 BRI2923과 함께 총 부피 1 ㎖
(변성 RPMI 배지)로 30 분간 예비 항온시켰다. 그 후, 용액을 최종 부피(25 ㎖)로 희석하고, 세포를 통해 관류시켰다. 
신진대사율의 초기 감소가 BRI2923/Vpr P3 챔버에서 크게 나타났는데, 이는 10 -4 M BRI2923 용액(산성)과 배지(
중성)의 pH 차이 및 BRI2923 덴드리머 자체의 고유 완충 효과의 조합에 기인한다. 이러한 신진대사율 저하를 설명하
기 위해, BRI2923을 사용하는 모든 결과에 보정인자를 적용하였다. 사용된 보정인자는, (a) 제1 데이타 점상에서 계산
된 초기 감소값을 모든 후속 데이타 점에 첨가하는 것과, (b) 동일한 방법으로 계산된 세척 효과를 세척 후 모든 점에
서 뺀 것이었다.

보정된 그래프는 도 2에 도시하였다. 이 결과는 10-4 M의 BRI2923은 10-5 M의 Vpr P3에 의해 유도된 독성 효과(세
포소멸)에 대해 완전한 보호를 제공한다는 것을 보여준다. 이 실험은 4회 반복되었다.

더 높은 농도의 Vpr P3에 대해 BRI2923의 또 다른 농도를 테스트하였다. 그 결과를 도 3 및 4에 도시하였다. 10 -5 M
의 BRI2923 또한 2 x 10 -5 M Vpr P3 유도 세포소멸의 억제를 입증하였다(3회 실험). BRI2923 10 -6 M은 2 x 10
-5 M Vpr P3에 의해 생성된 효과를 현저히 감소시킴을 입증하였다(3회 실험). 2 x 10 -5 M Vpr P3 독성에 대한 10
-7 M BRI2923은 대사율의 감소율을 더 적은 정도로 약화시켰다(2회 실험).

시간 대조군과는 달리, BRI2923을 함유하는 챔버내 세포들은 신진대사율에서 시간과 관련된 어떠한 감소도 나타내지 
않았다. BRI2923을 사용하는 전술한 세포센서 실험은 또한 덴드리머가 Vpr P3에 의해 야기된 세포소멸의 억제외에 
세포보호 효과를 제공할 수 있음을 시사하였다.

실시예 41

콜레라 독소의 억제를 측정하는 칼세인 방출 분석법

물질

세포주

·HPC-8 인간 회맹부 암종 상피세포

칼세인, AM

·분자탐침, 카탈로그 # C-1430

·C46 H46 N2O23 , 분자량 994.87

·10 mM 모액 농도를 제공하는, 100 ㎕ 시약 등급의 무수 디메틸설폭시드(DMSO) 중의 재현탁된 1 ㎎ 바이알.

독소

·콜레라 독소(Sigma Cat. No. C8052)- 5개의 B 서브유닛으로 둘러싸인 A 서브유닛

억제제 덴드리머

·테스트 덴드리머 - BRI2913 및 BRI2999

방법

1. 2 PBS(인산염 완충 염수) 세척 후, log 상 성장에서 HCP-8(유착성 인간 회맹부 암종 상피세포주)를 2 ㎖/75 cm
2플라스크에서 트립신화(트립신 EDTA)하였다.
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2. 트립신 용액을 갖는 세포를 5 분간 항온 처리하였다.

3. 배양 배지 20 ㎖를 플라스크에 첨가하여 트립신을 불활성화시켰다.

4. 세포 용액을 50 ㎖ 원심분리관에 넣고 실온(RT)에서 7 분간 1200 RPM으로 회전시켰다.

5. 세포를 PBS 중에 세척하고, RT에서 7 분간 1200 RPM으로 회전시켰다.

6. 세포를 PBS 중에 재현탁시킨 후, 계수하고, RT에서 7 분간 1200 RPM으로 회전시키고, 상청액을 버렸다.

7. 5 ㎕ 칼세인을 갖는 PBS 1 ㎖에 재현탁된 세포를 첨가한 후, 37℃에서 45 분간 항온처리하였다.

8. 세포를 PBS(약 5 내지 20 ㎖) 중에 세척하고, PBS에 재현탁시켜서 최종 세포수 5 x 10 5개/100 ㎕를 얻었다.

9. 콜레라 독소(H2O에 용해시킴) 50 ㎕ 및 덴드리머 용액(DMSO 중의 10 mM로 만들고 PBS 중에 희석시킨 모액) 
50 ㎕를 갖는 96개의 웰 플레이트의 각 웰에 100 ㎕ 세포 용액(5 x 10 5세포/웰)을 첨가하였다. 각 농도를 3회 반복하
였다.

10. 플레이트를 5% CO2항온기에서 37℃로 2 시간동안 항온하였다.

12. 상청액을 수확하고 형광측정 분석을 수행하였다.

결과

예비 실험을 수행하였다. 제시된 모든 결과는 3회 반복한 형광 세기의 평균값이다.

    형광 세기(FI) 콜레라 독소의 억제율(%)
0.3 ㎎/㎖ 콜레라 독소100 μM BRI2923 100 μM BRI2999 72.16659.5 0%8.5%17.5%
0.15 ㎎/㎖ 콜레라 독소100 μM BRI2923 100 μM BRI2999 65.86159.4 0%7.3%9.7%
자생적 칼세인 방출(SR) 26.8     
%억제율 ="100" -(FI 독소 + 덴드리머/FI독소 x 100)

참고문헌
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(57) 청구의 범위

청구항 1.

인간 또는 인간을 제외한 동물 환자의 유독 물질을 예방학적으로 또는 치료적학적으로 억제하는 방법에 있어서, 다수의 
말단기를 갖는 유효량의 덴드리머를 환자에게 투여하는 것을 포함하고, 상기 말단기 중 1개 이상에는 음이온 또는 양이
온 함유 부분이 결합 또는 연결되는 것을 특징으로 하는 억제 방법.

청구항 2.

제1항에 있어서, 상기 화합물은 2개 이상의 수지형 분지에 공유 결합된 다가의 핵을 포함하고, 2개 이상의 세대를 통해 
확장되는 덴드리머인 것을 특징으로 하는 억제 방법.

청구항 3.

제2항에 있어서, 상기 덴드리머는 암모니아 핵을 기저로 하는 폴리아미도아민 덴드리머인 것을 특징으로 하는 억제 방
법.

청구항 4.

제2항에 있어서, 상기 덴드리머는 에틸렌디아민 핵을 기저로 하는 폴리아미도아민 덴드리머인 것을 특징으로 하는 억제 
방법.

청구항 5.

제2항에 있어서, 상기 덴드리머는 벤즈히드릴아민 또는 다른 적합한 핵을 기저로 하는 폴리리신 덴드리머인 것을 특징
으로 하는 억제 방법.

청구항 6.

제2항에 있어서, 상기 덴드리머는 폴리(프로필렌이민) 덴드리머인 것을 특징으로 하는 억제 방법.

청구항 7.

제2항에 있어서, 상기 화합물은 하기 화학식 1의 다가 이온성 덴드리머인 것을 특징으로 하는 억제 방법:

화학식 1
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상기 식 중,

I는 개시제 핵이고,

Z는 내부 분지 유닛이며,

n은 덴드리머의 세대 수를 나타내는 정수이고,

A는 임의의 연결기 X를 통하여 내부 분지 유닛 Z에 연결될 수 있는 음이온 또는 양이온 함유 부분이다.

청구항 8.

제1항 내지 제7항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 화합물에서 상기 음이온 또는 양이온 함유 부분(들)은 덴드리머의 
아민, 설프히드릴, 히드록시 또는 다른 반응성 말단기에 아미드 또는 티오우레아 연결에 의해 결합되는 것을 특징으로 
하는 억제 방법.

청구항 9.

    
제1항 내지 제8항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 화합물에서 상기 음이온 또는 양이온 함유 부분들은 설폰산 함유 
부분, 카르복실산 함유 부분(뉴라민산 및 시알산 함유 부분, 및 변형된 뉴라민산 및 시알산 함유 부분을 포함함), 보론
산 함유 부분, 인산 및 포스폰산 함유 부분(에스테르화된 인산 및 포스폰산 함유 부분을 포함함), 1차, 2차, 3차 또는 
4차 아미노 함유 부분, 피리디늄 함유 부분, 구아니디늄 함유 부분, 아미디늄 함유 부분, 페놀 함유 부분, 산성 수소 또
는 염기성 수소를 갖는 헤테로고리, 및 쯔비터이온 함유 부분으로 이루어진 군 중에서 선택되는 것을 특징으로 하는 억
제 방법.
    

청구항 10.

제1항 내지 제9항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 화합물에서 덴드리머의 아미노 또는 다른 반응성 말단기에 결합된 
부분(들)은 하기 기들 중에서 선택되는 데, 여기서 n은 0 또는 양의 정수인 것을 특징으로 하는 억제 방법:
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청구항 11.

제1항 내지 제10항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 화합물은 하기 화합물들로 이루어진 군 중에서 선택되는 것을 특
징으로 하는 억제 방법:

1. 알킬설폰산 말단 덴드리머,

2. 설포아세트아미드 말단 덴드리머,

3. 설포숙시남산 말단 덴드리머,

4. N-(2-설포에틸)숙신아미드 말단 덴드리머,

5. 4-설포페닐티오우레아 말단 덴드리머,

6. 3,6-디-설포나프틸티오우레아 말단 덴드리머,

7. 4-설포나프틸티오우레아 말단 덴드리머,

8. 3,5-디-설포페닐티오우레아 말단 덴드리머,
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9. 3,6,8-트리-설포나프틸티오우레아 말단 덴드리머,

10. 4-(설포메틸) 벤즈아미드 말단 덴드리머,

11. 4-설포벤즈아미드 말단 덴드리머,

12. N-(4-설포페닐) 프로판아미드 말단 덴드리머,

13. 4-설포페닐우레아 말단 덴드리머,

14. N,N,N-트리-메틸글리신아미드 말단 덴드리머,

15. 4-트리메틸암모늄 벤즈아미드 말단 덴드리머,

16. 4-(트리메틸암모늄메틸)벤즈아미드 말단 덴드리머,

17. N-(2-아세톡시에틸)-N,N-(디메틸암모늄)메틸-카르복사미드 말단 덴드리머,

18. 구아니디노 말단 덴드리머,

19. 4-([1,4,8,11-테트라아자시클로테트라데칸]메틸)벤즈아미드 말단 덴드리머,

20. 4-카르복시-3-히드록시-벤질아민 말단 덴드리머,

21. 4-카르복시페닐아미드 말단 덴드리머,

22. 3,5-디카르복시페닐아미드 말단 덴드리머,

23. 4-포스포노옥시페닐티오우레아 말단 덴드리머,

24. 4-(포스포노메틸)페닐티오우레아 말단 덴드리머,

25. 에틸-4-(포스포노메틸)페닐티오우레아 말단 덴드리머,

26. (8-옥탄아미도)-5-아세트아미도-3,5-디데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노시도
산 말단 덴드리머,

27. (11-운데칸아미도)-5-아세트아미도-3,5-디데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노
시도산 말단 덴드리머,

28. (아세트아미도)-5-아세트아미도-3,5-디데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노시도
산 말단 덴드리머,

29. (4-부탄아미도)-5-아세트아미도-3,5-디데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노눌로피라노시도
산 말단 덴드리머,

30. (4-메틸벤즈아미도)-5-아세트아미도-3,5-디데옥시-2-티오-D-글리세로- α-D-갈락토-2-노눌로피라노
시도산 말단 덴드리머,

31. (8-옥탄아미도)-4-아지도-5-아세트아미도-3,4,5-트리데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노
눌로피라노시도산 말단 덴드리머,
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32. (8-옥탄아미도)-4-아미노-5-아세트아미도-3,4,5-트리데옥시-2-티오-D-글리세로-α-D-갈락토-2-노
눌로피라노시도산 말단 덴드리머,

33. 4-벤즈아미도보론산 말단 덴드리머,

34. 3,5-디카르복시페닐티오우레아 말단 덴드리머,

35. 4-포스포노옥시페닐티오우레아 말단 덴드리머,

36. 4-포스포노페닐티오우레아 말단 덴드리머,

37. 4,6-디포스포노나프틸티오우레아 말단 덴드리머,

38. 플루오레스세인티오우레아 말단 덴드리머,

39. (페닐-3-보론산)-티오우레아 말단 덴드리머,

40. 피리디늄 도데실카르복사미드 말단 덴드리머, 및

41. 사카린 말단 덴드리머.

청구항 12.

제1항 내지 제11항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 치료는 생물학적 기원의 독소 및 유독성 펩타이드, 또는 세균성, 
원생성, 진균성 또는 바이러스성 감염중에 방출되는 독소 및 유독성 펩타이드를 억제하는 것을 특징으로 하는 억제 방
법.

청구항 13.

제1항 내지 제10항 중 어느 하나의 항에 정의된 음이온성 덴드리머 또는 양이온성 덴드리머와, 1종 이상의 약학적으로 
또는 수의학적으로 허용 가능한 담체 또는 희석제를 포함하는 것을 특징으로 하는, 인간 또는 인간을 제외한 동물의 유
독 물질의 예방학적 또는 치료학적 억제용 약학적 또는 수의학적 조성물.

청구항 14.

인간 또는 인간을 제외한 동물의 유독 물질을 예방학적으로 또는 치료학적으로 억제하는 데, 또는 이런 용도의 약제를 
제조하는 데 제1항 내지 제11항 중 어느 하나의 항에 정의된 음이온성 덴드리머 또는 양이온성 덴드리머를 사용하는 방
법.

도면
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도면 1
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도면 2
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도면 3
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도면 4
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